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Résumé 

Les.E. coli entéropathogènes (EPEC) ont pu être observés causant des lésions de 

type attachant et effaçant (AIE) dans un modèle de culture intestinale porcin (IVOC). 

Cependant, la réponse immunitaire de 1 'hôte en réponse aux infections par les EPEC est 

moins bien comprise. L'objectif de nos recherches était d'adapter le modèle IVOC porcin 

afin d'étudier la cinétique de la réponse cytokinaire de l'hôte en comparaison avec le 

développement de lésions AIE suite à une infection par une souche EPEe. La cinétique de 

la transcription de cytokines pro-inflammatoires, Thl et Th2 a été suivie durant les 12 

premières heures de l'infection en utilisant la technique de RT-PCR. Nous avons tout 

d'abord observé une hausse transitoire significative de l'IL-4 à 4 heures suivant l'infection. 

Cette hausse fut suivie par une augmentation. graduelle de l'IL-lO, qui est devenue 

significative à 12 heures suivant l'infection, comparativement avec notre groupe contrôle, 

lorsque les lésions AIE et les microcolonies étaient plus fréquemment retrouvées. Une 

légère tendance statistique à la hausse pour l'IL-6 a pu être observée à 8 et 12 heures 

suivant l'infection, mais aucun changement pour l'IL-8. Une hausse de l'IL-6 a déjà été 

rapportée lors de l'infection de porcelets sevrés avec la même souche EPEC porcine, 

démontrant le potentiel de cette technique pour l'étude de la réponse cytokinaire de l'hôte. 

Notre étude suggère une balance pro- et anti-inflammatoire qui est activée très tôt suite à 

l'infection. De plus, notre étude suggère un nouveau lien entre le développement des 

lésions AIE et l'expression de l'IL-4. 

Mots-clés: Escherichia coli attachant et effaçant, porc, IVOC, expIant, cytokine, cinétique. 
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Abstract 

Enteropathogenic E. coli. (EPEC) have been shown to cause attaching and effacing 

(AIE) lesions in pig intestinal in vitro organ cultures (IVOC). However, the host immune 

response to EPEC infection is less well understood. The objective of our research was to 

adapt the IVOC model to study the kinetics of the host cytokine response to a porcine 

EPEC infection in relation to the development of AIE lesions in the porcine IVOC. The 

kinetics of the gene expression of pro-inflammatory, Thl and Th2 cytokines was evaluated 

during the frrst 12 hours of infection in ileal explants using RT-PCR. We first observed a 

significant transient increase in the transcription of IL-4 at 4 hours post-infection. This was 

followed by a graduaI increase for IL-10, being significant at 12 hours post-infection, 

compared to our non-infected group, when AIE lesions and bacterial microcolonies were 

predominant. Furthermore, a slight increase for IL-6, but no change for IL-8, was observed 

in infected explants at 8 and 12 hours post-infection. We had previously observed an 

enhanced production of IL-6 in the ileum of weaned pigs challenged with this same EPEC 

strain, underlining the potential of IVOC for the study of the host immune response in 

controlled conditions. Our results suggest that a pro- and anti-inflammatory balance is. 

triggered very early in the development of AIE lesioils and may play a key role in 

controlling infection by EPEC. Furthermore, a novel link between the expression of IL-4 

during infection and the development of AIE lesions is suggested. 

Keywords : Attaching and effacing Escherichia coli, pig, IVOC, expIant, cytokine, kinetics 
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Les Escherichia coli attachants et effaçants (AEEC) causent des lésions intestinales 

dites de type attachant et effaçant (AIE). Ces lésions sont caractérisées par une adhérence 

intime entre la bactérie et la cellule intestinale, l'effacement des microvillosités 

environnantes, le réarrangement de l'actine et la formation d'un piédestal composé d'actine 

polymérisé et d'autres protéines du cytosquelette sous le site d'adhésion (Chen et Frankel, 

2005; Wales et al., 2005; Kaper et al., 2004; Nataro et Kaper, 1998). Les AEEC possèdent 

un système de sécrétion de type 3 (T3SS) qui est situé sur un îlot de pathogénécité appelé 

locus d'effacement des entérocytes (locus of enterocyte effacement, LEE). Ce dernier 

contient la plupart des éléments responsables du phénotype AIE et de la diarrhée qui résulte 

de l'infection (Chen et Frankel, 2005; Wales et al., 2005; Kaper et al., 2004; Nataro et 

Kaper, 1998). Les AEEC comprennent 1) les E. coli entéropathogènes (EPEC), qui sont la 

cause de diarrhées chez les enfants des pays en voie de développement (Nataro et Kaper, 

1998), le lapin (Cantey et Blake, 1977), le chien (Beaudry et al., 1996) et le porc 

(Fairbrother et al., 2005; Wales et al., 2005; Hélie et al., 1991), et 2) certains E. coli 

producteurs de toxine Shiga (STEC), dont ceux associés au sérotype 0157:H7 

(STEC0157:H7). Certains groupes de STEC de type AIE, dont les STEC0157:H7, sont 

responsables d'éclosions importantes de toxi-infection alimentaire chez l'humain, mieux 

connues sous le nom de « maladie du hamburger» (Nataro et Kaper, 1998). Malgré le fait 

que les AEEC colonisent un grand éventail d'hôtes, une grande proportion des infections ne 

résulte pas en maladie chez l'animal, les hôtes étant ainsi considérés comme des porteurs 

asymptomatiques de AEEC (Fairbrother et Nadeau, 2006). Finalement, Citrobacter 

rodentium est un pathogène naturel de la souris qui cause des lésions d'attachement et 

d'effacement similaires à celles des AEEC et qui est aussi utilisé comme modèle animal 

pour l'étude de ces derniers (Higgins et al., 1999). 

La majorité des études sur les AEEC se sont concentrées sur le pathogène, apportant 

une meilleure compréhension des mécanismes de. l'infection. Cependant, la réponse 
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immunitaire de l'hôte lors de l'infection est moins bien connue. Des études in vivo ont 

démontré que le statut immunitaire de l'hôte joue un rôle très important dans le 

développement des lésions de type AIE. Par exemple, les porcelets n'ayant pas reçu de 

colostrum étaient plus susceptibles à l'infection par un PEPEC (porcine EPEC) que les 

porcelets en ayant reçu (Girard et al., 2005b; Williams, 1993). De plus, dans un modèle in 

vivo d'infection par PEPEC, les porcelets sevrés devaient être préalablement traités avec de 

la dexaméthasone à doses immunosuppressives afin de favoriser le développement de 

lésions de type AIE (Girard et al., 2005b). Ces études suggèrent que le développement de 

lésions de type AIE et l'apparition de signes cliniques lors d'une infection par AEEC 

seraient associés au statut immunitaire de l'hôte. 

Il existe différents modèles in vivo (Girard et al., 2005b; Ramirez et al, 2005; 

Savkovic et al., 2005; Beaudry et al., 1996; Tzipori et al., 1995) et diverses lignées 

cellulaires in vitro (Ruchaud-Sparagano et al., 2007; Schierack et al, 2006; Shaqna et al., 

2006; Gobert et al., 2005) qui ont déjà été utilisés pour étudier la réponse cytokinaire lors 

d'infection aux AEEC. Une hausse de la transcription de différentes cytokines, surtout de 

cytokines pro-inflammatoires, et dans certains cas aussi de cytokines dites anti-

inflammatoires, a été observée lors d'infection dans des modèles de PEPEC chez le porc 

sevré (Girard et al., 2005b), de REPEC chez le lapin (Ramirez et al., 2005) et de C. 

rodentium chez la souris (Gobert et al, 2005; Higgins et al, 1999). Dans les modèles in 

vitro, une hausse de l'expression de l'IL-8 a été observée à la suite d'infection de lignées 

cellulaires par des souches AEEC (Sharma et al., 2006, Gobert et al, 2005). Le niveau de 

sécrétion de l'IL-8 serait par contre inversement proportionnel au niveau d'infection des 

cellules et serait dépendant de l'intégrité du T3SS (Ruchaud-Sparagano et al., 2007, 

Sharma et al., 2006). Cependant, comme les modèles in vitro de culture cellulaire 

consistent généralement en un seul type cellulaire, il est possible qu'ils ne reflètent pas la 

complexité de l'hôte. 
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Le modèle de culture d'organe in vitro (IVOC) dans lequel les cellules sont 

organisées en organe a déjà été utilisé pour l'étude de la pathogénie des AEEC chez le porc 

(Girard et al., 2005a). Par exemple, un modèle IVOC composé de tissus intestinaux de porc 

a été utilisé pour étudier le rôle de l'intimine et de Tir dans le développemènt des lésions de 

type AiE par une souche PEPEC (Girard et al., 2005a) et pour étudier l'utilisation 

d'anticorps IgY afin de bloquer l'adhérence des souches AEEC (Girard et al., 2006). 

Cependant, ce modèle n'a pas été utilisé dans le passé pour l'étude de la réponse 

cytokinaire de l'hôte aux AEEC chez le porc. 

L'hypothèse de ce projet de maîtrise était que tel qu'observé in vivo, les EPEC 

stimulent des patrons cytokinaires particuliers dans les tissus intestinaux en culture, ces 

patrons étant observés hâtivement à la suite de l'infection. L'objectif général de cette étude 

était d'étudier la cinétique de la réponse cytokinaire dans un modèle IVOC porcin en 

comparaison avec la cinétique de l'infection et du développement des lésions de type AiE 

associées à une souche PEPEC. Plus particulièrement, les objectifs de cette étude 

consistaient à : 

1. adapter le modèle IVOC intestinal porcin décrit par Girard et al. (2005a) 

pour l'étude de la cinétique de la réponse cytokinaire; 

2. étudier la cinétique de la réponse cytokinaire précoce en relation avec la 

colonisation et le développement des lésions de type AiE lors d'une 

infection par une souche PEPEC dans le modèle IVOC intestinal porcin. 
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L'adaptation du modèle IVOC décrit précédemment permettra un développement 

plus graduel des lésions à travers le temps, ce qui contribuera à mieux définir la cinétique 

de la réponse cytokinaire dès les premières heures suivant l'infection et la colonisation par 

la souche PEPEe. 



Recension de la littérature 
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1 Escherichia coli 

1.1 Généralités 

Escherichia coli est une bactérie en forme de bâtonnet qui mesure entre 2 et 3 !lm de 

longueur et 0,6 !lm de largeur. C'est une bactérie à gram négatif qui est anaérobie 

facultative, c'est-à-dire qu'elle croît en présence d'oxygène, mais qu'elle peut aussi, en 

anaérobiose, fermenter le glucose pour survivre. 

Cette bactérie peut croître à des températures variant de 20°C à 49°C; cependant sa 

température de croissance optimale est de 37°C, soit la température corporelle de la plupart 

des mammifères. Elle peut croître à un pH variant entre 4,5 et 9,5 (Pec1zar et Chan, 1982) 

et, à condition optimale, son temps de dédoublement (temps pour que la population soit 

multipliée par deux) est de 20 minutes. La température létale de cette bactérie peut varier 

d'une souche à l'autre, mais est approximativement de 55°C (Sawai et al., 2000). 

E. coli croît bien dans les milieux nutritifs usuels tels les bouillons trypticase-soja 

(TSB) et Luria-Bertani (LB). Sa croissance sur gélose sang permet de mettre en évidence la 

présence ou l'absence d'une hémolysine. La culture sur gélose MacConkey permet de 

mettre en évidence sa fermentation du lactose. Pour ce qui est des E. coli 0157:H7, il est 

possible de les mettre en évidence à l'aide d'une gélose MacConkey contenant du sorbitol 

(SMAC), car ces derniers sont incapables de fermenter ou fermentent très lentement ce 

sucre. Les colonies resteront donc incolores ou grises, alors que les autres E. coli 

apparaîtront rouges. 
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Afin d'identifier E. coli, plusieurs tests peuvent être effectués. Généralement, cette 

bactérie réagit positivement au test de l'indole et elle a une réponse négative aux tests de 

production de sulfure d'hydrogène et d'uréase. De plus, elle ne peut utiliser le citrate 

comme seule source de carbone (Gyles et Fairbrother, 2004). 

1.2 Classification 

1.2.1 Commensale vs pathogène 

E. coli fait partie de la flore commensale intestinale des humains et de la plupart des 

animaux. Cette bactérie colonise rapidement l'intestin chez le nouveau-né, ce qui assure à 

ce dernier une certaine protection. Cependant, il existe certaines souches d'E. coli qui sont 

pathogènes et qui peuvent nuire à la santé des animaux et des humains. Ces souches 

pathogènes possèdent la capacité de coloniser et d'induire des dommages à son hôte en 

utilisant un ou des facteurs de virulence. Ces facteurs de virulence pel;lvent être, entre 

autres, des facteurs d'adhésion, des toxines ou des systèmes de sécrétion. De plus, certaines 

souches peuvent causer la maladie lorsque l'animal est affaibli ou immunosupprimé; ces E. 

coli sont dits opportunistes. 
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1.2.2 Classification des E. coli pathogènes 

1.2.2.1 Pathotypage 

La classification par pathotype est en fait une classification des E. coli selon leur 

mécanisme de pathogénicité ou les signes cliniques ob·servés. Il existe plusieurs pathotypes 

couramment utilisés pour classifier les E. coli. Voici les pathotypes les plus importants chez 

le porc. 

Les E. coli enterotoxinogènes (ETEC) possèdent une ou des entérotoxines, telles 

LT, STa et/ou STb, ainsi qu'un ou des facteurs d'attachement, tels les fimbriaes F4, F5, F6, 

Fl8 et/ou F41. Les gènes codants pour les fimbriaes F4 ou FI8 ont été identifiés chez 

92,7 % des ETEC responsables de diarrhée post-sevrage chez le porc au Danemark 

(Frydendahl, 2002). La liaison du fimbriae à un récepteur spécifique de la surface de 

l'intestin de l'hôte permet la colonisation par la bactérie. Cependant, c'est l'action des 

toxines de la bactérie qui provoque la diarrhée. 

Les E. coli entéropathogènes (EPEC) sont des bactéries qui forment des liaisons 

intimes avec les entérocytes. Il y a attachement intime de la bactérie avec la cellule 

épithéliale et effacement des microvillosités environnantes, d'où l'appellation de lésions de 

type attachant et effaçant (AIE). Ces bactéries causent aussi des diarrhées chez le porc. 
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Les E. coli producteurs de toxine Shiga (STEC) produisent la toxine Shiga 

(anciennement Shiga-like toxin ou vérotoxine). Selon le type de STEC, les bactéries 

colonisent l'intestin de l'animal en formant des lésions de type AlE, ce qui engendrera une 

entérocolite, ou bien à l'aide du fimbriae F18. Une fois sécrétée dans la lumière intestinale, 

la toxine Shiga (Stx) peut passer ensuite dans le sang où elle va causer des dommages aux 

organes cibles. Chez le porc, un STEC particulier dont l'adhésion est généralement causée 

par le fimbriae F18 est responsable de la maladie de l'œdème. Dans ce cas, la toxine Shiga 

est de sous-type Stx2e. 

Les E. coli pathogènes extra-intestinaux (ExPEC) sont des bactéries qui font 

généralement partie de la flore intestinale et qui, lors d'une faille du système immunitaire, 

vont se disséminer dans l'organisme et causer des lésions dans des tissus autres que 

l'intestin. Ils possèdent des facteurs de virulence qui peuvent leur permettre d'envahir, de 

s'attacher, de produire des toxines, d'échapper au système immunitaire et de survivre dans 

les tissus extra-intestinaux. Les ExPEC peuvent être subdivisés selon le site d'infection, tels 

les UPEC (uropathogenic E. coli) qui causent des infections du tractus urinaire. Les ExPEC 

ont aussi été associés à des méningites, des septicémies et des pneumonies. entre autres 

(Chapman et al., 2006, Maynard et al., 2004). 

1.2.2.2 Virotypage 

La classification par virotype est basée sur les facteurs de virulence présents chez la 

bactérie (Gyles et Fairbrother, 2004). En d'autres termes, le virotype est le profil de 

facteurs de virulence d'une bactérie. Par exemple, un des principaux virotypes responsables 



Il 

de diarrhée post-sevrage chez le porc est STb:L T:EAST l:F4, les souches étant positives 

pour le facteur d'adhésion F4 et pour 3 entérotoxines. Le virotypage permet dans la 

majorité des cas d'identifier le pathotype des E. coli, la bactérie de l'exemple précédent 

étant un ETEC puisqu'elle possède des entérotoxines. 

1.2.2.3 Sérotypage 

La classification par sérotype fut développée par Friz Kauffmann en 1944, alors 

qu'il désirait caractériser les isolats d'E. coli selon leurs caractéristiques sérologiques. Il se 

basa sur les antigènes de surface: somatique 0, flagellaire H et capsulaire K, afin de 

pouvoir les classifier (Chen et Frankel, 2005). Depuis, plus de 175 antigènes 0 et 53 

antigènes H ont été identifiés à ce jour. Pour ce qui est de l'antigène K, il a cessé d'être 

identifié de routine lors de la sérotypie, cette dernière consistant habituellement en la 

détermination des antigènes 0 et H (Gyles et Fairbrother, 2004). Par exemple, le sérotype 

0157:H7 est associé aux STEC et est'une importante cause de toxi-infection alimentaire 

chez l'humain. Chez le porc, le sérotype 0149 est maintenant le plus identifié dans les cas 

de diarrhée post-sevrage associés aux ETEC (Fairbrother et al., 2005) et le sérotype 045 est 

associé aux EPEC (Gyles et Fairbrother, 2004). 
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1.3 Les E. coli attachants et effaçants (AEEC) 

Les AEEC regroupent tous les E. coli pouvant pr9duire des lésions de type AIE. Les 

pathotypes de E. coli pouvant produire de telles lésions sont les EPEC et certaines souches 

de STEC. 

1.3.1 Les EPEe 

Les EPEC peuvent causer de la diarrhée chez différentes espèces animales, telles le 

chien, le lapin et le porc, ainsi que chez l 'humain. Parmi les principaux sérogroupes de 

EPEC impliqués dans les infections chez le porc, notons entre autres le 045 (Frydendahl, 

2002). Malgré le fait que le mécanisme qui provoque la diarrhée soit encore mal connu 

pour les EPEC, l'attachement intime de type AIE semble être un prérequis (Gyles et 

Fairbrother, 2004). Chez le porc, les lésions de type AIE se localisent généralement dans la 

partie distale de l'iléon et dans le gros intestin. Cependant, la susceptibilité des porcs aux 

EPEC semble décroître avec l'âge (Wales et al., 2005). Les EPEC seraient responsables 

d'environ 6 % des cas de diarrhée post-sevrage chez le porc (Fairbrother et al., 2005). Chez 

le lapin, deux types de souches EPEC lapines (REPEC) basés sur les aspects cliniques ont 

été suggérés: l'un étant responsable de diarrhées liquides chez les lapins sevrés âgés 

d'environ 7 à 12 jours, et l'autre affectant les lapins .sevrés âgés de 4 à 6 semaines (Wales et 

al.,2005). 
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1.3.2 Les STEC 

Les STEC· sont impliqués dans la diarrhée et la dysenterie chez les veaux et les 

agneaux, ainsi que dans la maladie de l'oedème chez le. porc. Chez les bovins et les 

moutons, les principaux sérogroupes associés à la diarrhée sont 05, 08, 020, 026, 0103, 

0111,0118 et 0145, tandis que chez le porc, les principaux sérogroupes sont 0138,0139 

et 0141. Les lésions AIE sont la principale cause de la diarrhée, alors que la maladie de 

l' œdème est principalement causée par la toxine ,Shiga qui inhibe la synthèse de protéines 

cellulaires. Cependant, avant de sécréter la toxine Shiga, la bactérie doit se lier à 

l'épithélium intestinal. Chez le veau et l'agneau, certaines souches de STEC vont s'attacher 

à la muqueuse intestinale et produire des lésions de type AIE, si elles possèdent les gènes 

leur permettant de se lier intimement (Gyles et Fairbrother, 2004). Chez le porc, les STEC 

responsables de la maladie de l'œdème ne causent pas de lésions de type AIE, mais 

possèdent un facteur d'·attachement de type timbriaire, notamment le timbriae F18 (Wales 

et al., 2005). Les E. coli entérohémorragiques (EREC) sont des bactéries STEC 

zoonotiques qui possèdent, en plus de la toxine Shiga et des gènes associés aux lésions de 

type AIE, d'autres facteurs de virulence tels une entérohémolysine, la toxine 

entéroagrégative thermostable 1 (EASTl) et une certaine résistance au pR acide. Le 

sérotype 0157:R7 est un EREC responsable d'épidémies importantes de toxi-infection 

alimentaire chez l'humain, mieux connu sous le nom de «maladie du hamburger ». La 

prévalence d'infections causées par les STEC est relativement faible dans les troupeaux, 

malgré le fait que le bétail en soit un réservoir important. Cependant, ce dernier point a un 

impact sur la santé humaine, car le bétail porteur est majoritairement 

asymptomatique (Gyles et Fairbrother, 2004). De plus, ce sérotype n'est pas seulement 

retrouvé dans la viande. En octobre 2006, le « Center for Disease Control and Prevention» 

(CDC) aux Etats-Unis rapportait l'infection par ce sérotype de 199 personnes dans 26 états. 
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Les épinards frais servis dans les restaurants et vendus dans les supennarchés en étaient la 

cause (CDC, site Internet). Les EHEC sont responsables chez l'humain de diarrhées 

pouvant dégénérer en diarrhées hémorragiques et en syndrome hémolytique et urémique 

(SHU) pouvant causer la mort. Les STEC zoonotiques ont comme principal réservoir les 

ruminants, notamment le bovin. 

1.3.2.1 Pathogenèse des infections à EPEe 

Les· porcs peuvent être porteurs asymptomatiques de souches EPEC dans leurs 

intestins. Lors de stress ou de maladies concomitantes, donc lorsque le système 

immunitaire de l'animal est affaibli, les souches EPEC nonnalement contrôlées dans 

l'intestin peuvent causer des lésions de type AIE et engendrer la diarrhée. 

Les EPEC doivent d'abord être ingérées par l'animal. Suite à l'ingestion, la bactérie 

arrive à l'estomac où elle subit un stress dû au choc acide. Selon certaines étUdes in vitro 

utilisant des cellules Hep-2, ce choc acide diminuerait la viabilité de la bactérie d'un facteur 

de 2,8, tout en augmentant l'adhésion de la bactérie pour la cellule hôte d'un facteur de 1,5 

à 2,7. De plus, il semble que ce soit la surexpression de la protéine Hsp70 à la surface de la 

bactérie, suite au choc acide, qui favoriserait cette adhésion (de Jesus et al., 2005). La 

bactérie arrive ensuite dans l'intestin grêle où elle subit un stress dû aux sels biliaires. Ces 

sels diminueraient la viabilité par un facteur de 1,4 à 1,6, tout en augmentant l'adhésion de 

la bactérie aux cellules hôtes d'un facteur de 1,3 à 2,6 (de Jesus et al., 2005). Ces souches 

peuvent être, par la ·suite, excrétées dans les fèces et contaminer les autres porcelets par 

voie féco-orale. 
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Les· EPEC peuvent être subdivisés en deux groupes distincts selon la présence de 

certains genes : les typiques, qui possèdent un plasmide codant pour un pili appelé BFP 

(pour bundle-forming pilus; Figure 1) qui semble être associé à l'attachement initial des 

bactéries aux cellules épithéliales et participerait à la formation des microcolonies à la 

surface de l'épithélium, et les atypiques qui ne possèdent pas ce plasmide. Ce pi li ne serait 

pas essentiel à la formation de lésions de type AIE puisque les souches exemptes de ce pili 

ont la capacité de produire ces lésions, mais il augmenterait l'efficacité de la formation de 

ces lésions (Trabulsi et al., 2002). Les EPEC atypiques, soit ceux exempts du plasmide, ont 

comme réservoirs naturels les animaux et les humains, contrairement aux EPEC typiques 

qui sont principalement d'origine humaine. Les EPEC atypiques sont cependant plus 

fréquemment retrouvés dans les infections chez l'humain comparativement aux EPEC 

typiques (Trabulsi et al., 2002). De plus, certaines études ont démontré qu'il y aurait 

d'autres structures qui seraient impliquées dans l'adhérence initiale (Chen et Frankel, 

2005). Les EPEC d'origine porcine sont atypiques puisqu'ils sont déficients pour un gène 

codant pour le pili BFP (Fairbrother et al., 2005). Par contre, la protéine de surface Paa 

(porcine attaching and effacing associated protein) a été proposée comme adhésine dans les 

cas de diarrhées post-sevrage, tant chez les EPEC que les ETEC (Fairbrother et al., 2005). 
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Figure 1. Bactérie d'une souche EPEC d'origine humaine exprimant le BFP tel que· 

démontré par microscopie électronique à coloration négative (adapté de Ramboarina et al., 

2005). 

Après l'adhésion initiale, la bactérie sécrète les facteurs responsables d'un système 

de sécrétion de type III (T3SS). Le T3SS est une seringue moléculaire qui permet aux 

bactéries d'injecter diverses molécules directement dans le cytoplasme de la cellule hôte. 

C'est un système de sécrétion transmembranaire composé de plusieurs protéines et séparé 

en trois parties: 1) un système de sécrétion qui traverse les deux membranes de la bactérie, 

2) un assemblage de protéines qui forme un canal entre la bactérie et la cellule hôte et 3) un 

pore qui traverse la membrane de la cellule hôte (Figure 2). 
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Figure 2. Schéma du T3SS chez les EPEC (Garmendia et al., 2005). 

Suite à 1'attachement initial de la bactérie à la .cellule hôte, il y a production de la 

protéine EspA qui produit le canal du système de sécrétion. De plus, il y a surproduction 

d'EspB et de Tir (translocated intimin receptor) dans la bactérie. Ces protéines, ainsi que 

d'autres, dont Map, sont nécessaires à l'infection de la cellule hôte et traversent le T3SS 

avec l'aide de la protéine chaperonne CesT (Figure 3). Cette dernière est essentielle à la 

colonisation et à la maladie chez l'hôte (Thomas et al., 2005). 
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Figure 3. Représentation schématique du rôle de la protéine chaperonne CesT dans le 

recrutement des protéines. CesT lie la protéine à transloquer et va ensuite se lier à une 

protéine du T3SS afin de permettre sa translocation vers la cellule hôte (Thomas et al., 

2005). 
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Figure 4. Translocation de protéines à la cellule hôte par le T3SS chez les EPEC (Chen et 

Frankel, 2005). 

Le transfert des différentes protéines dans la cellule hôte et l'attachement intime de 

la bactérie à la cellule hôte occasionnent un réarrangement du cytosquelette cellulaire. Ce 

réarrangement commence par un effacement des microvillosités environnantes et se termine 

par la formation d'un piédestal sous la bactérie. La protéine Tir, une fois transférée par le 

T3SS, va se loger dans la membrane de la cellule hôte (Figure 4) et agit comme récepteur 

pour l'intimine (eae) présente à la surface de la bactérie. Les composantes du cytosquelette 

sont ensuite accumulées sous la bactérie pour former le piédestal. Suite à ce réarrangement, 

il y a liaison entre l'intimine et son récepteur Tir, permettant l'attachement intime entre la 

bactérie et la cellule hôte. (Girard et al., 2005a). Le schéma général est illustré à la figure 5. 
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(c) inlimin-dependent signaling 

Figure 5. Pathogenèse des infections à AEEC en trois étapes principales: a) adhérence 

initiale b) signalisation indépendante de l'intimine c) signalisatio'n dépendante de l'intimine 

(adapté de Girard et al., 2005a). 

Pour ce qui est des mécanismes d'induction de la diarrhée, les principes sont encore 

méconnus. La dépolarisation de la membrane de la cellule hôte est probablement le 

mécanisme effectif. Cependant, la nature des électrolytes ciblés et l'induction de leur 

sécrétion sont encore mal connues. Il a aussi été suggéré que l'effacement des 

microvillosités pourrait être responsable d'une diminution de l'absorption intestinale, 

causant la diarrhée. De plus, les protéines EspG et EspG2 altéreraient la perméabilité 

paracellulaire spécifique aux molécules de faible poids moléculaire en déstabilisant les 

jonctions serrées entre les entérocytes. Ceci permettrait le passage d'un flux entre les 

cellules épithéliales, tout en conservant la stabilité de la couche épithéliale qui conserve ses 

jonctions serrées (Matsuzawa et al., 2005). 
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1.3.2.2 Lésions microscopiques lors d'infections aux EPEe 

Lorsque l'on observe par microscopie optique les villosités intestinales infectées par 

des EPEC, il n'est pas possible de voir précisément les étapes de l'AIE. Cependant, on peut 

observer les bactéries adhérées à la surface de la villosité (Figure 6). 

Figure 6. Bactéries EPEC adhérées à la surface d'une villosité intestinale (flèche noire) 

observées par microscopie optique et colorées à l'hématoxyline, l'éosine phloxine et la 

safranine. De plus, tel qu'indiqué, l'épithélium est irrégulier là où les bactéries s'attachent 

(adapté de Girard et al., 2005a). 
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Les lésions de type AIE peuvent être observées à l'aide de la microscopie 

électronique. La microscopie électronique à transmission nous permet d'observer la 
bactérie en attachement intime avec la cellule hôte, l'effacement de la bordure en brosse 

(microvillosités) et la structure en piédestal sous la bactérie. Il est possible d'observer dans 

la cellule, la condensation de l'actine sous la bactérie (zone plus dense) (Figure 7). 

Figure 7. Lésions de type AIE observées par microscopie électronique à transmission. La 

flèche noire indique une bactérie en attachement intime avec la cellule hôte. La structure en 

piédestal et l'accumulation d'actine sous la bactérie sont visibles sous la bactérie dans 

l'encadré. La barre représente 1 ).lm (adapté de Hélie et al., 1991). 
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L'observation par microscopie électronique à balayage permet de visualiser la 

surface de la muqueuse intestinale colonisée par les bactéries EPEe, la formation de 

microcolonies, l'intégrité de la bordure en brosse ainsi que l'effacement des microvillosités 

(Figure 8). 

Figure 8. Lésions de type AIE observées par microscopie électronique à balayage. La 

flèche noire indique une bactérie en attachement intime avec la cellule hôte. Les astérisques 

représentent un effacement de la en brosse et la flèche blanche représente des 

microvillosités de cette bordure en brosse (adapté de Girard et al., 2005a). 
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1.3.2.3 Locus d'effacement des entérocytes (LEE) 

Le locus d'effacement des entérocytes (LEE) est un îlot de pathogénicité de 36,5 kb 

décrit initialement chez les EPEC et retrouvé aussi chez les E. coli 0157:H7 (LEEo157; 

Gyles et Fairbrother, 2004). Sa composition G + C de 38 % est inférieure à celle du reste du 

chromosome de E. coli (50,8 %), suggérant que ce locus proviendrait d'un transfert 

génétique horizontal d'une autre espèce bactérienne. Le LEE est composé de 41 gènes 

séparés en 5 opérons. Les gènes codants pour le T3SS, certaines protéines sécrétées par ce 

système de sécrétion (esp) ainsi que leurs chaperonnes et, les protéines 

d'adhésion (Tir et intimine) se retrouvent sur le LEE (Chen et Frankel, 2005). 

1.3.2.4 Facteurs non-LEE 

Malgré le fait que plusieurs gènes essentiels aux lésions de type AIE se retrouvent 

sur le LEE, il existe d'autres gènes impliqués dans le développement de ces lésions mais 

retrouvés ailleurs sur le chromosome ou sur un plasmide. Le plasmide EAF des EPEC 

typiques possède certains de ces autres gènes qui agissent lors des lésions de type AIE, tels 

les gènes du système b.fp qui codent pour la fonnation du BFP, et le pili de type IV observé 

chez certaines souches EPEC d'origine humaine. Les gènes per, situés sur ce plasmide, 

pennettent la régulation de plusieurs gènes retrouvés autant sur le plasmide que sur le LEE, 

tels que l'expression du BFP et la transcription du gène eae (Frankel et al., 1998). Les 

EPEC d'origine porcine sont atypiques puisqu'elles sont déficientes pour le gène b.fpA et 

sont celles ciblées dans ce projet. Ces souches sont plus proches génétiquement des STEC, 

dont les 0157:H7, que les EPEC typiques (Trabulsi et al., 2002). 
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Le gène codant pour le facteur Paa est retrouvé sur le chromosome des EPEC, mais 

hors du LEE. Sa composition G + C de 44 % est inférieure à celle retrouvée sur le reste du 

chromosome. Lors d'une analyse avec anticorps couplés à des billes d'or, ce facteur fut 

retrouvé à la surface de la bactérie. Il a été suggéré que Paa serait un facteur nécessaire à 

l'apparition des lésions de type AIE pour les souches 045 d'origine porcine, un mutant eae-

et paa+ présentant des lésions de type AIE, alors qu'un mutant eae+ et paa- n'en présentait 

pas (Batisson et al., 2003). 

2 Modèles d'étude pour les lésions de type AIE 

2.1 In vitro 

Les modèles d'étude in vitro des infections à AEEC sont composés principalement 

de lignées cellulaires immortalisées ou de cultures primaires de cellules. Il existe des 

lignées, humaines ou non, provenant de plusieurs types cellulaires. Les lignées T84 et 

Caco-2, provenant de cancers du côlon, ont souvent été utilisées pour étudier les 

mécanismes lésionnels des AEEC et pour évaluer l'expression des cytokines lors 

d'infections aux AEEC (Gobert et al., 2005). La lignée intestinale d'origine porcine IPEC-

12 a récemment été caractérisée pour l'étude de la pathbgenèse des infections bactériennes 

chez le porc (Schierack et al., 2006). De plus, une lignée de cellules épithéliales gastro-

intestinales bovines a déjà été mise au point pour l'étude des infections aux EHEC 

0157:H7 (Dibb-Fuller et al., 2001). 
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Les lignées cellulaires ont grandement contribué à la connaissance des pathogènes 

en permettant de mieux comprendre les mécanismes d'infections des AEEC et de 

caractériser les lésions de type AIE. Des avantages de l'utilisation de ces lignées in vitro 

consistent en leur facilité de manipulation, leur coût relativement faible, et la facilité à 

standardiser et à contrôler les paramètres d'étude. Cependant, le désavantage majeur, 

particulièrement lors d'études cytokinaires, est que ces lignées ne sont composées que d'un 

seul type de cellules, n'étant pas représentatif de la complexité de la muqueuse. 

2.2 In vivo 

2.2.1 Modèle d'infection de lapin 

Le lapin est un modèle utilisé pour l'étude in vivo des EPEC puisque les lésions 

retrouvées chez ce rongeur sont similaires à celles observées chez l'hmnain. Il a de plus été 

démontré que ce modèle est efficace pour l'expression du phénotype AIE lors d'infections 

avec des STEC de différents sérotypes, l'adhérence bactérienne, l'effacement des 

microvillosités et la formation de la structure en piédestal pouvant être observés (Sherman 

et al., 1988). De plus, ce modèle a été utilisé pour démontrer l'expression de cytokines pro-

et anti-inflammatoires lors d'une étude sur le rôle d'EspA et de l'intimine d'une souche 

REPEC (Ramirez et al., 2005). 
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2.2.2 Modèles d'infection de porc 

Les infections aux AEEC ont été étudiées à l'aide d'un modèle utilisant des 

porcelets nouveaux-nés privés de colostrum (Rélie et al., 1991). Comme leur système 

immunitaire n'est pas encore mature et qu'ils ne reçoivent pas de colostrum contenant des 

anticorps et des cytokines maternelles, les lésions de type AIE ont pu être observées. Afin 

de mieux représenter la réalité de l'infection des EPEC chez le porc, un modèle utilisant des 

porcs sevrés a été développé (Rélie et al., 1991; Girard et al., 2005b). Toutefois, le système 

immunitaire étant plus mature à cet âge, les lésions de type AIE étaient difficilement 

reproduites. Il a été suggéré que les infections aux EPEC chez le porc sevré seraient 

secondaires à une immunosuppression, probablement causée par des infections 

concomitantes (Girard et al., 2005b). L'administration orale de dexaméthasone à doses 

immunosuppressives a résulté 'en une augmentation de la colonisation par une souche EPEC 

et du développement de lésions de type AIE dans le modèle de porcs sevrés (Girard et al. 

2005b). Ce modèle a d'ailleurs été utilisé pour l'étude de la réponse cytokinaire aux 

infections par une souche PEPEC (Girard et al., 2005b). 

2.2.3 Modèle d'infection de souris avec Citrobacter rodentium 

Citrobacter rodentium est un pathogène spécifique des rongeurs qui produit des 

lésions de type AIE. Le modèle d'infection de souris avec C. rodentium est régulièrement 

utilisé pour étudier les interactions hôte-pathogène associées aux lésions de type AIE étant 

donné l'éventail d'outils disponibles pour l'étude des souris. Cependant, les résultats 

obtenus avec ce modèle, particulièrement sur la réponse cytokinaire, peuvent ne pas être 
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applicables pour les AEEC chez les autres espèces animales (Gobert et al., 2005; Higgins et 

al., 1999). 

2.3 IVOC 

La méthode de culture d'organe in vitro (IVOC) consiste à extraire un organe d'un 

animal et de le mettre en culture sous forme d'explants. Ces explants sont composés de 

cellules organisées en organe, ce qui donne un modèle se rapprochant de la situation in 

vivo, tout en ayant plusieurs avantages des modèles in vitro. Les paramètres de la culture 

d'organe peuvent être contrôlés et standardisés, et un nombre élevé d'explants peut être 

produit à partir d'un seul animal. Ces explants peuvent ainsi être infectés selon différents· 

paramètres et être par la suite récoltés à différents temps post-infection. Finalement, les 
/' 

explants récoltés peuvent être utilisés pour différentes analyses microscopiques 

(photonique, à fluorescence, à transmission, à balayage, etc.), d'expression et de 

transcription de gènes bactériens et de l'hôte, d'études de pathogénicité, de réponse de 

l'hôte, etc. 

Les avantages de l'utilisation de l'IVOC sont que ce type de modèle est moins 

fastidieux, moins coûteux et nécessite moins d'animaux que les modèles in vivo. De plus, la 

variabilité inter-individu peut être réduite étant donné que l'on peut produire et comparer 

une grande quantité d'explants provenant d'un seul animal. Aussi, puisque la muqueuse est 

entière (ou en partie), la plupart des types de cellules du tissu sont présents pour l'étude, 

contrairement aux autres modèles in vitro. Cependant, le désavantage de cette technique, 

lorsqu'elle est comparée avec les modèles in vivo, est qu'il n'y a d'apport sanguin. Il y a 
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donc une certaine limite aux composantes sanguines qui peuvent être nécessaires à certains 

mécanismes biologiques. 

Cette technique utilisant des explants intestinaux de porcelets a été utilisée à 

plusieurs reprises pour l'étude des infections aux AEEC, telles que pour l'étude des lésions 

causées par les EPEC 045 d'origine porcine (Zhu et al., 1995), des souches EPEC isolées 

du chien (Beaudry et al., 1996), du rôle du facteur de virulence Paa (Batisson et al., 2003), 

du rôle de l'intimine et de Tir lors de l'infection (Girard et al., 2005a) et de l'utilisation 

d'anticorps pour inhiber l'adhérence bactérienne (Girard et al., 2006). Il a été démontré que 

l'IVOC est un modèle efficace pour l'étude de la pathogenèse des infections par AEEC 

(Girard et al., 2005a). 

Au commencement du projet, aucune échelle n'était décrite pour la dégradation des 

explants dans la littérature. Il a donc fallu en développer une selon une appréciation visuelle 

de coupes histologiques des explants colorées au HPS et en tenant cpmpte de la quantité 

relative de villosités et/ou d'épithélium détachés de l'expIant. Cette échelle peut être 

retrouvée à l'annexe. 

À notre connaissance, une seule étude a démontré l'efficacité du modèle IVOC 

intestinal d'origine porcine pour l'étude de la réponse cytokinaire. Cependant, cette étude a 

été effectuée avec Salmonella enterica (Hyland et al., 2006). Les auteurs ont démontré que 

ce pathogène du porc entraîne une hausse de certaines cytokines suite à l'infection. 
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3 Réponse intIDunitaire de l'hôte 

3.1 Immunité mucosale 

3.1.1 Différences microscopiques et macroscopiques de la muqueuse 

intestinale 

Macroscopiquement, la muqueuse intestinale du porcelet présente d'abord des replis 

dans la muqueuse, recouverts de mucus et qui, à certains endroits, forment des renflements 

de forme rectangulaire qui correspondent aux plaques de Peyer (PP). Chez le porc, il est 

possible d'observer une longue PP continue au niveau du dernier tiers de l'iléum, près de la 

jonction iléo-caecale, ainsi que plusieurs petites plaques au niveau du jéjunum (Solano-

Aguilar et 'al., 2000; Figure 9). 
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Figure 9. Schéma de la muqueuse intestinale et localisation des plaques de Peyer chez le 

porc. JEJ-PP: plaques de Peyer du jéjunum, IL-PP: plaques de Peyer de l'iléon (Solano-

Aguilar et al., 2000). 

Microscopiquement, la muqueuse intestinale est d'abord constituée de l'épithélium 

qui se présente comme une couche cellulaire unique composée de différentes cellules qui 

recouvre l'intestin et qui est en contact avec la lumière intestinale (Figure 10). Cet 

épithélium simple est principalement composé de cellules cylindriques appelées 

entérocytes. Ces cellules possèdent de fines extensions à leur surface apicale, appelées 

microvillosités ou bordure en brosse,' conférant à ce pôle une grande surface et un haut 

pouvoir d'absorption. Parmi les autres cellules de l'épithélium, notons entre autres les 
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cellules calicifonnes qui produisent le mucus servant, entre autres, à lubrifier le contenu 

intestinal et à protéger l'épithélium, et les lymphocytes intra-épithéliaux. Les jonctions 

serrées entre les cellules de l'épithélium font en sorte qu'il n'y a pas d'espace entre les 

cellules (Wheater et al., 2001). 

Les cellules M retrouvées aussi dans l'épithélium sont entourées d'entérocytes et 

sont associées au PP. Les cellules M sont aplaties et dépourvues de microvillosités (Kuby et 

al., 2001). Elles possèdent à leur pôle basal une invagination remplie de lymphocytes B et 

. T ainsi que des macrophages. Les pp (Figure 10) sont des amas de follicules lymphoïdes 

réunis sous les cellules M. Les lymphocytes des cellules M sont en perpétuel contact avec 

ces follicules lymphoïdes. 

Sous l'épithélium, on retrouve la lamina propria (LP) qui est délimitée en 

profondeur par la musculeuse de la muqueuse. La LP est un tissu conjonctif lâche composé 

de fibres de collagène lâches. À l'intérieur de celle-ci circulent différentes cellules 

immunitaires, dont des lymphocytes, des macrophages et des cellules dendritiques qui 

interagissent entre elles notamment à l'aide de cytokines, et participent avec les cellules des 

pp aux réponses immunitaires intestinales. L'épithélium fonnè avec la LP des villosités qui 

pennettent d'augmenter la surface d'absorption au niveau de l'intestin (Wheater et al., 

2001). Entre et « sous» les villosités, on retrouve généralement les cryptes intestinales. Les 

pp se retrouvent anatomiquement dans la LP et la sous-muqueuse par des invaginations 

dans la musculeuse de la muqueuse. 
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3.1.2 Généralités de l'immunité mucosale intestinale 

Les principaux médiateurs de l'immunité systémique sont le sang et les nœuds 

lymphatiques. Cependant, au niveau des muqueuses, l'immunité systémique n'est que peu 

efficace; les anticorps systémiques et les lymphocytes du sang traversent peu les muqueuses 

pour se rendre dans la lumière intestinale. 

Un système immunitaire parallèle au système immunitaire systémique, le système 

immunitaire mucosal, est responsable de l'immunité au niveau des muqueuses. Les 

muqueuses des systèmes respiratoire, digestif et urogénital représentent les principaux sites 

d'entrée des pathogènes. Les tissus associés au système immunitaire mucosal sont 

regroupés sous le terme de « tissus lymphoïdes associés aux muqueuses)) ou MALT 

(mucosa-associated lymphoid tissue). Ces tissus sont d'organisations diverses. Ils peuvent 

être composés de quelques cellules lymphoïdes ou bien être agencés en organe tels les 

amygdales, l'appendice ou les pp (Kuby et al., 2001). 

Au niveau de l'intestin, il est nommé « tissu lymphoïde associé à l'intestin)) ou 

GAL T (gut-associated lymphoid tissue). Le GAL T est principalement composé de tissus 

lymphoïdes organisés, les PP, et des tissus lymphoïdes diffus dans la LP et l'épithélium 

(Figure 10). On retrouve notamment les cellules M et les lymphocytes intra-épithéliaux 

dans l'épithélium de l'intestin. Les lymphocytes intra-épithéliaux sont majoritairement des 

lymphocytes T CD8+. Les cellules M participent à l'échantillonnage et à l'entrée des 

antigènes dans les PP. La très grande concentration de lymphocytes T dans cet îlot permet 

la reconnaissance de l'antigène et l'induction de la réponse immunitaire. Les lymphocytes 



34 

T et Bactivés se distribueront dans la LP, un site effecteur, et amorceront la réponse 

immunitaire, dont la sécrétion d'anticorps mucosaux. La LP est riche en lymphocytes T 

CD4+, mastocytes, cellules dendritiques, macrophages et plasmocytes. Ces différentes 

composantes du GAL T expriment des cytokines qui régulent la réponse immunitaire en 

plus de la production d'anticorps (Kuby et al., 2001). 

M icrovillos ités 

Figure 10. Schéma de l'immunité mucosale au niveau intestinal (adapté de MacDonald et 

Monteleone, 2005). 
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3.2 Cytokines 

3.2.1 Fonctions 

Les cytokines sont des protéines de taille relativement petite, sécrétées par une 

cellule afin d'en influencer une autre. Elles servent à réguler la communication et les 

interactions entre les cellules. Elles influencent de nombreuses réponses physiologiques 

telles que le développement des réponses immunitaires et l'induction de la réponse 

inflammatoire. De plus, elles influencent la prolifération et la différenciation cellulaires 

ainsi que la cicatrisation (Kuby et al., 2001). 

3.2.2 Propriétés 

Afin d'exercer leurs actions, les cytokines se lient à des récepteurs cellulaires. Ainsi, 

elles activent des voies de signalisation qui modifient la régulation et l'expression des 

gènes. Les cytokines peuvent interagir sur la cellule qui les a excrétées (autocrine), sur une 

c,ellule réceptrice située près de la cellule excrétrice (paracrine) ou, finalement, sur une 

cellule éloignée, voire dans un autre organe (endocrine)(Kuby et al., 2001). 
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3.2.3 Rôles et structures dans la défense immunitaire 

Il ne sera abordé dans cette recension de la littérature que les cytokines 

principalement rapportées dans différentes études sur les infections aux AEEC. 

La réponse immunitaire peut être différenciée selon les patrons cytokinaires 

produits durant l'infection. Généralement, les premières cytokines produites lors d'une 

infection sont les cytokines pro-inflammatoires, telles l'interleukine (lL)-l, IL-6, IL-8 et le 

facteur de nécrose tumorale a (TNF-a). S'ensuivent les cytokines dites Thl, telles l'IL-2 et 

l'interféron y (INF -y), orientant la réponse immunitaire vers une réponse à médiation 

cellulaire, et les cytokines dites Th2, telles l'IL-4, IL-S, IL-lO et IL-I3, orientant la réponse 

immunitaire vers une réponse à médiation humorale. Ces dernières induisent, entre autres, 

la différenciation des lymphocytes B et T et l'expansion c1onale. Cependant, il est 

important d'assurer un contrôle de la réponse immunitaire afin d'éviter une inflammation 

chronique et de minimiser les lésions tissulaires. Des cytokines dites régulatrices, telles 

l'IL-IO sécrétée par des lymphocytes T régulateurs (Treg), vont participer à cette régulation 

(Azevedo et al., 2006). 

En plus des cytokines produites par les lymphocytes, d'autres cytokines produites 

notamment par les cellules présentatrices d'antigènes (macrophages et cellules 

dendritiques) vont influencer le développement de la réponse cytokinaire. L'IL-I2 et l'IL-4 

vont influencer le développement de la réponse immunitaire vers une réponse Thl ou Th2, 

respectivement. Les cytokines de type ThI, telles que l'IL-I2, IL-18 et l'INF-y, vont 

promouvoir l'immunité à médiation cellulaire qui est particulièrement efficace contre les 
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pathogènes intracellulaires. L'IL-12 est sécrétée par les cellules présentatrices d'antigènes 

et va se lier aux lymphocytes T naïfs et aux cellules NK (Azevedo et al., 2006). L'IL-18 est 

une protéine sécrétée majoritairement par les macrophages et les cellules dendritiques 

immatures, qui induit la sécrétion d'IFN-y par les lymphocytes T et augmente la 

cytotoxicité des cellules NK (COPE, site Internet; Kuby et al., 2001). Les cytokines de type 

Th2, telles que l'IL-4 et l'IL-lO, induisent notamment la production d'anticorps 

neutralisants et l'expression du complexe d'histocompatibilité sur les macrophages. La 

fonction majeure de l'IL-4 est de promouvoir le développement de la réponse Th2 et de 

bloquer la plupart des effets activateurs de l'IFN.,y. Elle est produite par une grande variété 

de cellules telles les lymphocytes Th2 effecteurs et les cellules NK. L'IL-lO, quant à elle, 

est produite par les lymphocytes T régulateurs et réduit la réponse inflammatoire en 

inhibant la production de cytokines par les macrophages et les lymphocytes Th!. De plus, 

cette cytokine induit la production d'anticorps IgA chez les lymphocytes T naïfs et initie la 

différenciation et la prolifération des lymphocytes B. L'IL-6 est une cytokine 

multifonctionnelle. Elle était reconnue au départ pour sa capacité à entraîner la 

différenciation des lymphocytes B et à stimuler la sécrétion d'anticorps. Cependant, de 

récentes études ont démontré que cette cytokine contribue entre autres à la protection des 

tissus lors d'infections (Gibson et al., 2007; Eckmann, 2006). 
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Figure 11. Schéma représentant la différenciation et la régulation des lymphocytes T. Les 

flèches pleines représentent une induction, et les flèches hachurées une inhibition. CMI : 

immunité cellulaire (adapté de van Ginkel et al., 2000). 

Depuis quelques années, une théorie d'une balance entre la réponse Thl et Th2, le 

paradigme ThllTh2, est mise de l'avant grâce aux modèles d'infection. Cette théorie 

suggère un équilibre entre les réponses immunitaires et certains facteurs du pathogène et/ou 

de l'hôte pouvant activer et inhiber les réponses de type Th! et Th2 lors d'infections. 

Depuis que cette théorie a été proposée, les réponses immunitaires Th! et Th2 ne sont plus 

considérées comme étant totalement distinctes et indépendantes, les deux types de réponses 

étant souvent requis, et parfois même observés pour permettre l'élimination de l'infection 

(Thacker et al., 2007; Raymond et Wilkie, 2005). 
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3.3 Réponse cytokinaire aux infections aux AEEC 

La réponse cytokinaire suite à l'infection par les AEEC fut étudiée à l'aide de 

modèles in vitro et in vivo et lors de cas cliniques chez l'humain. 

Le modèle in vitro prédominant dans la littérature est celui utilisant la lignée 

cellulaire humaine T84. L'équipe de Savkovic fut la première à démontrer que les EPEC 

activent la sécrétion d'IL-8 par les cellules T84 (Savkovic et al., 1997). Il a été rapporté par 

la suite que la quantité d'IL-8 sécrétée est inversement proportionnelle à la quantité 

d'EPEC présente sur les cellules HT-29 et Caco-2 (Sharma et al., 2006). Ces auteurs ont de 

plus démontré que cette diminution, qui ne touchait pas seulement l'IL-8, mais aussi les 

voies de signalisation d'autres cytokines et d'agents anti-microbiens, était associée au T3SS 

(Ruchaud-Sparagano et al., 2007; Sharma et al., 2006). 

Dans un modèle in vivo de lapin, il a été démontré que l'infection avec des REPEC 

activàit l'expression de cytokines pro-inflammatoires, telles TNF-a et IL-6, ainsi 

que de la cytoki'ne anti-inflammatoire IL-IO, par les entérocytes de l'intestin grêle lorsque 

comparée à une infection avec une souche non pathogène. De plus, les résultats furent 

similaires au niveau des PP, avec l'exception d'une augmentation d'IL-8, et une absence 

d'augmentation d'IL-lO. Les auteurs suggèrent une similitude de la réponse de type Thl 

avec celle observée dans le modèle de C. rodentium, tout en notant que la hausse d'IL-IO, 

une cytokine anti-inflammatoire, vient « balancer» la réponse immunitaire (Ramirez et al., 

2005). Une activation de cytokines pro-inflammatoires a aussi été observée chez des 

porcelets nouvellement sevrés infectés par une souche PEPEe. Une augmentation 
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IL-6 et IL-12p40 a été observée au niveau des segments de l'iléon sans PP, ainsi qu'une 

augmentation d'IL-6 et IL-8 dans les PP, l'IL-lO n'ayant pas été analysée dans cette étude 

(Girard et al., 2005b). Les auteurs de cette étude ont démontré que le statut immunitaire de 

l'hôte permet d'influencer le développement des lésions de type AIE. 

Chez les souris infectées par C. rodentium, une forte réponse mucosale de type Th 1 

a été rapportée, une hausse du niveau de IL-12p40, INF-y et TNF-a ayant été 

observée à 6 et 12 jours post-infection (Gobert et al., 2005; Higgins et al., 1999). Toujours 

avec ce modèle, Eckmann (2006) démoritrait l'importance de l'IL-6 dans le développement 

des lésions. Il rapportait que des souris déficientes pour le gène codant IL-6 souffraient de 

lésions plus importantes lors d'une infection par C. rodentium que les souris exprimant IL-

6. Dans le même ordre d'idée, Gibson et al. (2007) suggéraient que la production d'IL-6 a 

un rôle protecteur lors d'une infection des souris par C. rodentium. 

Similairement aux résultats obtenus dans les modèles in vivo ammaux, une 

augmentation d'IL-6, IL-8, IL-lO et TNF-a a été observée dans des cas cliniques, plus. 

spécifiquement dans le sérum d'enfants infectés avec une souche EHEC et présentant des 

symptômes de HUS (hemolytic uremic syndrome)(Murata et al., 1998). Dans une autre 

étude similaire, une hausse de l'IL-8 et l'IL-lO a été observée dans le sérum du groupe 

d'enfants présentant un HUS lorsque comparé au groupe contrôle non infecté (Westerholt 

et al., 2000). Les auteurs de ces deux études de cas cliniques suggèrent que l'IL-lO est 

prédominante dans le développement de la condition pathologique, l'effet anti-

inflammatoire de l'IL-lO contrebalançant la réponse inflammatoire liée à l'infection. 
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En conclusion, les études suggèrent que les AEEC stimuleraient principalement une 

réponse pro-inflammatoire de type Thl. De plus, l'IL-6 et l'IL-IO seraient deux cytokines 

importantes dans l'évolution de la condition pathologique, leur présence diminuant les 

lésions et les dommages tissulaires. Ces résultats suggèrent qu'une balance pro- et anti-

inflammatoire serait cruciale dans l'évolution de l'infection par les AEEC., 
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Abstract 

Enteropathogenic E. coli (EPEC) have been shown to cause attaching and effacing 

(AIE) lesions in swine intestinal in vitro organ cultures (IVOC). The objective of our 

research was to study the kinetics of the host cytokine response to a porcine EPEC infection 

in relation to the development of AIE lesions in the newbom pig intestinal IVOC. The 

kinetics of the gene expression ofpro-inflammatory, Thl and Th2 cytokines were evaluated 

during the tirst 12 hours of infection in ileal explants using RT-PCR. We tirst observed a 

statistically signiticant transient increase in the transcription of ILA at 4 hours post-

infection. This was followed by a graduaI increase ofIL-IO, being signiticant at 12 hours 

post-infection, when AIE lesions and bacterial microcolonies were predominant. 

Furthermore, a slight increase of IL-6, but no change in IL-8, was observed in infected 

explants at 8 and 12 hours post-infection. Our results suggest that a pro- and anti-

inflammatory balance is triggered very early in the development of AIE lesions and may 

play a key role in controlling infection by EPEC and predicting clinical outcome. 

Furthermore, a nov el link between the expression of IL-4 during infection and the 

development of AIE lesions is suggested. 
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Introduction 

Attaching and effacing Escherichia coli (AEEC) cause attaching and effacing (AIE) 

intestinal lesions which are characterized by intimate bacterial adherence to intestinal 

epithelial cells, effacement of the surrounding microvilli, F -actin rearrangement, and 

formation of a pedestal of polymerized F-actin and other cytoskeletal proteins undemeath 

the adherence site (4, 19, 22, 34). The AEEC encode a type III secretion system (TTSS), 

located on a pathogenicity island called locus of enterocyte effacement (LEE), that delivers 

effector proteins in relation to the AIE lesions and diarrheal disease (4, 19, 22, 34). Certain 

AEEC, designated as enteropathogenic E. coli (EPEC), cause diarrhea in children, mostly 

in developing countries (22), in rabbits (3), dogs (1) and swine (10, 17, 34). Other AEEC 

are certain shiga toxin producing E. coli (STEC), inc1uding strains belonging to 0157:H7, 

and are responsible for outbreaks of foodbome and waterbome illness in humans (22). 

Citrobacter rodentium, a natural mouse pathogen, also causes lesions similar to those of 

AEEC (18). Furthermore, des pite the fact that AEEC pathogens have a wide range of hosts, 

many animaIs are asymptomatic carriers of these bacteria (9). 

Most studies on ABEC to date have focused on the pathogen itself, leading to a 

better understanding of the mechanisms of infection. However, the host immune response 

to AEEC infection is less well understood. In vivo studies have shown that the host imrimne 

status is an important factor in the development of AIE lesions. For instance, colostrum-

deprived piglets are more susceptible to infection than those having received colostrum (14, 

35) and dexamethasone immunosuppression is required for development of AIE lesions in a 

post-weaning in vivo EPEC pig infection model (14). 

Different in vivo models (1, 14, 24, 27, 33) and in vitro celllines (15, 25, 28, 29), 

have been used to characterize cytokine expression during AEEC infections. In a post-

weaning pig EPEC infection model (14), an up-regulation of mRNA expression of 
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cytokines IL-6, IL-12p40 was observed in intestinal tissues of weaned pigs 

following oral challenge with a pig EPEC strain, whereas up-regulation of cytokines 

IL-6, IL-8, IL-I0 and TNF-a was observed in rabbits following oral challenge with a rabbit 

EPEC strain (24). In mice challenged with C. rodentium, a strong up-regulation in the 

expression ofthe rnRNA IL-12p40, INF-y and TNF-a was observed at 6 and 12 

days post-infection, indicating a Thl cytokine response (15, 18). An up-regulation in the 

expression of IL-8 was observed following EPEC infection of T84 cells (15) and HT -29 

epithelial cells (29). The level of IL-8 secretion was shown to be inversely proportional to 

the extent of EPEC infection in a type III secretion system-dependant pathway, in polarized 

epithelial ce Ils such as HT -29 and Caco-2 (25). However, as they consist of only one 

cellular type, these celllines do not accurately reflect the complexity of the host. 

The in vitro organ culture (IVOC) model, in which cells are organized at the organ 

level, has previously been used to study the pathogenesis of AIE lesions in the pig (12). For 

instance, it was used to investigate the role of intimin and Tir in development of AIE 

les ions by pig EPEC (12) and the ability of specific egg yolk-derived immunoglobulins to 

block bacterial adherence of an AEEC strain (13). However, this model has not been used 

previously for the study of the cytokine response to AEEC in pigs. 

The aim of this study was to evaluate the kinetics of the host cytokine response to 

porcine EPEC infection in relation to the development of AIE lesions in the newbom pig 

ileal IVOC model. 
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Material & Methods 

Bacterial strain and growth conditions 

The porcine enteropathogenic Escherichia coli (PEPEC) ECL 1001 strain (formerly 

86-1390) was isolated at the Reference laboratory for Escherichia coli (EcL), Faculté de 

médecine vétérinaire, Université de Montréal (Saint-Hyacinthe, Quebec, Canada) from a 4-

week-old weaned pig with diarrhea (17). This 045:H- strain possesses a subtype 

and induces cecal and colonic AIE les ions in gnotobiotic piglets (17), conventional neonatal 

piglets (36, 37), dexamethasone-immunosuppressed ,weaned pigs (11) and in porcine ileal 

IVOC (12). Bacteria were grown as previously described but with slight modifications (12). 

Briefly, bacteria were cultured overnight in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; 

GibcoBRL, Burlington, Ontario, Canada) under agitation at 37°C, then transferred in fresh 

DMEM, and cultured to an optical density of 0.7 at 600nm (OD600) corresponding to 

approximately 9.0 X 106 CFU/ml in the early exponential phase. Bacteria that are grown in 

these conditions express LEE genes and are primed ready to produce AIE lesions (5). 

Before use, the bacterial culture was centrifuged and the pellet was then diluted to obtain a 

of approximately 104 CFU/ml. 

Collection and culture of porcine intestinal IVOC explants 

A total of four IVOC experiments (quadruplicate) were performed, each using a 

different colostrum-deprived newborn piglet. The porcine intestinal' IVOC model was 

adapted from the expIant culture technique previously described by Girard et al. (12). 

Briefly, IVOC explants of the ileum were inoculated onç:e with 50 III ofbroth culture at 104 

CFU/ml in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) instead of 3 times with 50 Jll of 

broth culture at 107 CFU/ml. The broth culture was applied to the mucosal surface and 

IVOC intestinal explants were then incubated at 37°C on a rocker in 5% CO2 for 12 hours 
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instead of 95% O2 and 5% CO2 for 8 hours. Changing of the IVOC culture media with 

sterile fresh complete RPMI 1640 medium was carried out every two hours following the 

inoculation of the segments, instead of every hour. These conditions resulted in a more 

graduaI colonization and development of AIE lesions with minimal degradation of tissues. 

Non-infected explants were also cultured as a control group in order to confirm that no 

extraneous contamination occurred during the experimental process. Infected and non-

infected explants were collected at necropsy, and 0 (before the infection), 4, 8 and 12 h 

post-infection, for analysis. 

Histopathology 

Explants were fixed in 4% paraformaldehyde for 16 to 26 h(;mfS, placed into nylon 

tissue biopsy bags (Thermo Shandon, Pittburgh, PA), processed, paraffin embedded, 

sectioned at 5Jlm, and stained with hematoxylin, phloxine, and safranine (HPS) according 

to standard techniques. Sections were examined for the presence of intimately adhering 

bacteria and microcolonies on intestinal villi by light microscopy as described by Girard et 

al (12). Sections were also examined to evaluate tissue degradation using a score based on 

the relative amount of epithelial and villous detachment. 

Indirect immunofluorescence assay 

An indirect immunofluorescence assay (IF A) specific for the 045 antigen was used, 

as described by Girard et al. (14) with modifications, to evaluate the proportion of intact 

villi colonized by the challenge strain EcL 1001 per IVOC intestinal expIant. First, 5 !lm 

sections of paraformaldehyde-fixed IVOC intestinal explants were deparaffinized, washed 

in PBS and treated with a blocking solution of PBS containing 3% bovine serum albumin. 

ExpIant sections were then incubated with a 1/200 dilution in PBS of rabbit anti-045 

antiserum, washed in PBS, and incubated with a 1/200 dilution in PBS of goat anti-rabbit 
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Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugate (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

Inc.). DNA of epithelial cells and bacteria was counterstained with 5 ml-lof 4', 6-

diamidino-2phenylindole (DAPI), dilactate (Sigma-Aldrich Co., St Louis, Mo.). Sections 

were then mounted and examined with a Leica DMR microscope (Leica Microsystems, . 

Wetzlar, Germany) equipped with epifluorescence and UV excitation module (Chroma 

Technology Corp., Rockingham, VT). 

Electron rnicroscopy 

Electron microscopy was performed as described by Girard et al (12). Samples for 

transmission electron microscopy (TEM) were examined for the presence of AIE lesions at 

80 kV with a Phillips 201 transmission electron microscope. For scanning electron 

microscopy (SEM), samples were examined at 5 kV in an S-3000 scanning electron 

microscope (Hitachi, Rexdale, Ontario, Canada). 

Reverse transcription (RT)-PCR detection of cytokine rnRNA 

A total of 10 IVOC intestinal explants of 9-mm2 were randomly' collected at each 

time for each experiment, for mRNA isolation and purification. IVOC explants were 

conserved in TRIzol at -80°C until analysis. Explants were homogenized using a CAT X": 

120 homogenizer (PolyScience, Niles, Ill.) and total RNA was then extracted as 

recommended by the manufacturer. The RNA was resuspended in 25 of Promega 

Nuclease-Free Water (Fisher Scientific Company, Ontario, Canada) and treated twice with 

TURBO™ DNase (Applied Biosystems Canada, Ontario, Canada) as recommended by the 

manufacturer to remove residual DNA. The RNA was then precipitated with sodium 

acetate and resuspended in Promega Nuclease-Free Water. Total RNA was quantified using 

a ND-IOOO Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) at an optical 

density of 260 nm (OD260), and the purity was assessed by determining both OD260/0D280 
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and OD260/OD230 ratios. AlI samp1es had an OD260/0D280 ratio above 1.8 and an 

OD260/0D230 ratio' above 2.0. The RT-PCR procedure was performed as previous1y 

described (7) with minor modifications. Briefly, 1 Ilg of RNA was reverse transcribed 

(Supersript II Reverse Transcriptase, Invitrogen Canada Inc., Burlington, Ontario; RNAse 

H, Épicentre, InterScience, Ontario, Canada) and suspended to a total volume of 100 Ill. 

After reverse transcription, 5 III of cDNA for cyclophilîn and 10 III for tested cytokines 

were amplified by PCR using deoxynucleoside triphosphates (2 mM each) (GE Healthcare, 

Mississauga, Ontario, Canada), 0.2 mM of sense and anti-sense primers, 2 mM MgCh and 

2.5 U ofDNA Taq polymerase enzyme (Biotools, InterScience, Ontario, Canada) in a final 

volume of 50 Ill. Primer sequences for tested cytokines and cyclophilin, annealing 

temperatures, and the number of PCR cycles are summarized in Table 1. The initial 

denaturation was carried out for 5 min for aH tested cytokines and for 3 min for cyclophilin. 

Denaturation was carried out at 94°C for 1 min for ail tested cytokines and for 45 s for 

cyclophilin. Extension was carried out at 74 oC for 1 min for IL-12p40 and !NF-y, at 72 oC 

for 1 min for other cytokines, and at 72 oC for 45 s for cyclophilin. The final extension was , 
carried out for 10 min for aH tested genes. 

Amplified DNA was analyzed by electrophoresis and the amount of each PCR 

product was quantified by densitometry using Bionumerics (Applied Maths, Inc., Austin, 

Tex.). To compare the relative cytokine mRNA expression levels among samples, the 

values were presented as the ratio of the band intensity of the cytokine-specific RT -PCR 

product over that of the corresponding constitutively expressed housekeeping gene 

cyclophilin. 
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Image capture 

Images of histopathological and IF A examinations were captured with a CCD 

CoolSNAP camera (RS Photometries, California), and processed with Adobe Photoshop 

6.0 and Adobe Illustrator 8.0 (Adobe System Incorporated, California). 

Statistical analysis 

Results are presented as the mean of the 4 experiments. A linear model with 

repeated measures, with and treatment as intra-subject factor, was performed with 

SAS 9.0. A P value of <0.05 was taken to be significant and a P value of <0.1 was taken to 

indicate a trend. 
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Results 

AlI tested cytokines were expressed in non-infected IVOC newborn pig intestinal 

explants 

Expression of genes encoding for eacq of the tested cytokines was observed in non-

infected IVOC intestinal explants. The level of expression was similar throughout the 12 h 

culture period for all tested genes except for IL-6, the transcription being increased from 0 

to 4 hours, and then gradually decreasing until the end of the experiment (Fig. 1). RNA 

transcription was higher for IL-6, IL-8, IL-18 and IL-l 0 than for TNF -a, IL-12p40, 

INF-y and IL-4 (Fig. 1). 

GraduaI development of AIE lesions and tissue degradation were observed following 

infection of IVOC newborn pig intestinal explants with a PEPEC strain 

The proportion of intact villi colonized by the PEPEC strain was evaluated using 

IF A to study the kinetics of development of AIE les ions over the time. Only a few solitary 

bacteria were associated with the villous epithelium at 4 hours post-infection (Fig. 2a). A 

graduaI increase in the proportion of colonized villi was observed over time, reaching 48 % 

at 12 hours post-infection. In addition, microcolonies were increasingly observed with time, 

being absent at 4 hours post-infection and predominant at 12 hours post-infection (Fig. 3). 

Sorne degraqation of infected villi was observed by light microscopy at 12 hours 

post-infection, detachment from the lamina propria of part of the epithelium or of the entire 

villus being observed for approximately 25 to 40% of villi. 

Bacteria c10sely associated with the mucosal epithelium and effacement of the 

surrounding microvilli were observed as soon as 4 hours post-infection using SEM. 
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Furthennore, the presence of typical AIE lesions, as demonstrated by intimate-adherent 

bacteria, effacement of microvilli and pedestal form.ation, was confinned using TEM as 

soon as 4 hours post-infection (Fig. 4). 

A modulation of cytokine transcription was observed following infection of IVOC 

newborn pig intestinal explants with a PEPEC strain 

Compared to nOil-infected explants, a significant transient increase in transcription 

of IL-4 (p = 0.038) was observed at 4 hours post-infection (Fig. 2b), thus in the early stages 

of villous colonization, microcolony fonnation, and development of AIE lesions. At 8 and 

12 hours post-infection, as AIE lesions were developing and bacterial microcolonies were 

predominant, no difference in transcription ofIL-4was observed between infectedand non-

infected explants. On the other hand, an increase of IL-l 0 was observed for the infected 

explants from 8 hours post-infection, being significant (p = 0.019) at 12 hours post 

infection (Fig. 2c). An increase of IL-6 was observed in both infected and non-infected 

explants from 0 to 4 hours. A statistical trend was observed at 8 (p = 0.083) 

and 12 (p = 0.087) hours post-infection (Fig. 2d), the transcription of IL-6 decreasing for 

non-infected explants but remaining at the same high level for infected explants. 

The difference in the transcription levels between infected and non-infected IVOC 

explants was not statistically significant or no trend was observed for the other tested 

cytokines. However, an increase of IL-l and a decrease of IL-18, although not significant, 

were observed at 12 hours post- infection when compared to non-infected explants. 

Finally the ratio IL-8/IL-1O (pro-inflammatory/anti-inflammatory) was statistically 

10wer (p = 0.017) for infected explants than for non-infected explants at 12 hours post-

infection. 
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Discussion 

It has previously been shown that the host immune status influences the 

development of AIE lesions in pigs (14). In the present study, using a porcine ileal IVOC 

model, we demonstrate that EPEC intèction induced the expression of different cytokines 

depending on the time post-infection and the extent of les ions development. More 

precisely, a transient up-regulation of IL-4 mRNA was observed in the early stage of 

infection, at 4h post-infection, whereas an up-regulation of both IL-6 and IL-IO was 

observed later at 8 and 12h post-infection, when AIE lesions and bacterial microcolonies 

were more predominant. 

These results suggest that there is a relationship between the stage of EPEC 

infection and the expression of different sets of cytokines. During the transient increase of 

IL-4, very few infected villi were obse.rved whereas IL-4 was rapidly down-regulated when 

the proportion ofinfected villi increased. Few data on modulation ofIL-4 expression during 

AEEC infection are available in the literature. Inhibition of IL-4 production following pre-

treatment with EPEC lysate in intraepithelial and Peyer's patch lymphocytes isolated from 

mice has been reported (20). It was suggested that IL-4 may contribute to a 

between pro- and anti-inflammatory response to Mycobacterium bovis in infected cattle, 

where a peak in expression of pro-inflammatory cytokines and IL-4 were observed 

simultaneously (32). 

It is generally accepted that an inflammatory response occurs following an AEEC 

infection. For example, a moderate inflammatory response with mild focal ulceration of the 

intestinal mucosa was observed after experimental infection of colostrum-deprived 

newbom pigs with a PEPEC strain (17). Ramirez et al. (24) demonstrated that REPEC 

activate in rabbit enterocytes the expression of pro-inflammatory cytokines, such as 
< 

TNF-a, IL-8, and IL-6, but stimulate only a slight increase in the anti-inflammatory 
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cytokine IL-lO. Similarly, a stimulation of IL-6 and IL-lO after EPEC infection was 

observed in the CUITent IVOC study. We also noted an up-regulation of IL-1 during 

infection, but without statistical significance. In a post-weaning pig in vivo PEPEC model 

using the same strain as the one used in the CUITent study, an increase of IL-6, IL-

12p40, but no modulation of IL-8, were found (14), IL-4 and IL-lO not being tested in this 

in vivo study. 

Thus, results of the CUITent IVOC study reinforce those of EPEC infections using in 

vivo models in suggesting that a balance between pro- and anti-inflammatory responses 

may play key role in AEEC infection, controlling and predicting clinical outcome. Ramirez 

et al. (24) suggested a Th1 immunological environment a(ter REPEC infection, and that IL-

6 and IL-1 might be involved in the diaIThea produced by REPEC, the expression of these 

cytokines appearing to be up-regulated during the diminished expression of IL-1 0 caused 

by the inti min. Higgins et al. (18) reported that C. rodentium, a natural mice pathogen 

causing AIE lesions, a1so elicited a mucosa1 Th1 cytokine response in a mouse model, 

distinguished by up-regulation of IL-12, IFN-y, and TNF-a. Using knockout mice, 

Simmons et al. (30) demonstrated that IL-12 and IFN-y have a role in limiting bacterial 

infection in the colonic epithelium model. It should be noted that the cytokine analyses in 

the in vivo studies were performed at several days post-infection in contrast to a maximum 

of 12 hours in our IVOC mode l, making comparison of results difficult. Nevertheless, our 

results demonstrated that IL-6 and IL-lO were up-regulated in PEPEC-infected tissues 

within hours after bacterial contact, suggesting that the pro- and anii-inflammatory balance 

is triggered very early in the infection when the initial intimate bacterial attachment and 

microvillous effacement is taking place. 

Several studies demonstrated the involvement of the multifunctional IL-6 in AlE-

associated infection. IL-6 is known to play both pro-inflammatory and tissue repair roles 

(11). Eckmann (8) reported that IL-6 deficient mice were highly susceptible to C. 
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rodentium infection, demonstrating exaggerated tissue damage. Gibson et al. (11) 

suggested that IL-6 is a major cytoprotective factor expressed by ho st cells during C. 

rodentium infection. On the other hand, IL-lOis recognized as an anti-inflammatory 

cytokine, playing an important role in infection since it inhibits cytokine production and T-

cell activation and terminates cell-mediated immune reactions (24). IL-lOis produced by 

Th2 cells, as IL-4, and both play an important role in antibody production and 

immunoregu1ation. Our resu1ts suggest that IL-10 may be an important mediator in the 

control of inflammation during AEEC infection in pigs and may contribute to the control of 

inflammation mediated by other cytokines since no significant up-regu1ation of pro-

inflammatory cytokines, such as IL-12, IFN-y and IL-8, was observed. Furthermore, 

the significantly lower IL-8/1L-1 0 ratio observed for infected explants when compared with 

the non-infected explants at 12 hours post-infection supported the argument for an anti-

inflammatory immune response. Thus, IL-6, as well as the immunoregulatory cytokines IL-

4 and IL-I0, have already been directly implicated in intestinal inflammation in literature. 

Hegde et al. (16) demonstrated a relation between the presence of IL-4 and IL-6 in the 

control of the inflammation process. They observed that, with the initial presence of IL-4 in 

the culture media of monocytes, IL-6 inhibited nuc1ear transcription factor (NF -KB) binding 

activity in monocytes, suggesting a nov el immunosuppressive activity oflL-6 (16). NF-KB, 

in turn, activates the transcription of different pro-inflammatory cytokines and chemokines 

such as IL-I IL-8 and TNF -u (21). 

Up-regulation of IL-8 was observed in intestinal tissues after EPEC infection in 

rabbits (24) but not in EPEC infected pigs (14), nor in the present EPEC IVOC model or in 

mice infected with C. rodentium (15, 18). The role of the chemokine IL-8 in AEEC 

infection was first underlined using in vitro celllines, such as T84 (15) and HT-29 (29), 

suggesting that the recruitment of inflammatory cells during AEEC infection may be in 

response to IL-8 secreted by epithelial cells infected by bacteria (26). However, recent in 

vitro studies suggest that the production of IL-8 is inversely proportional to the quantity of 
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EPEC associated with epithelial cells and that EPEC-induced inflammation is a balance 

between pro- and anti-inflammatory proteins (25, 29). On the other hand, it should be bom 

in mind that results obtained in in vitro studies using epithelial cell lines might not reflect 

the complexity of host-pathogen interactions in vivo. 

Differences observed between the results of the CUITent study using IVOC tissues 

and those obtained using in vivo models might be explained by the fact that the former 

evaluated the very early stages in the infection, hours after infection instead of days after 

infection as in the latter. Furthermore, certain pathological steps of the bacterial infection, 

such as polymorphonuclear leukocyte recruitment in the lamina propria, may be limited in 

our IVOC explants, chemotaxis being an important process in inflammation. Finally, the C. 

rodentium mouse model might not be applicable to the EPEC situation in pigs, as C. 

rodentium colonizes the colon rather than the small intestine, and previous studies have 

demonstrated differences in the mucosal immune responses of the small and large intestines 

(2). 

In conclusion, this study demonstrated that the IVOC model is a relevant model for 

the study of AEEC intestinal pathogen-host cell interactions, such as the cytokine response. 

The graduai development of AIE lesions with minimal tissue degradation allowed us to 

follow the temporal kinetics of the transcription of aH the cytokines tested, in the presence 

and absence of bacterial infection. Our results suggest that there is a complex balance 

between the pro- and anti-inflammatory responses during AEEC infection, characterized in 

the CUITent IVOC model by a transient up-regulation of IL-4 followed by up-regulation of 

IL-IO and IL-6, early in the infection of pig ileal explants. 
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Figure Legend 

Figure 1. Representative graph of cytokine mRNA expression during the incubation of 

non-infected newborn ileal pig explants. Values were normalized with respect to the 

mRNA levels of the cyc10phillin gene. Results are expressed as means for quadruplicate 

experiments from four independent pigs. Error bars indicate standard deviations. A P value 

of:::; 0.05 was taken to be significant (*). 

Figure 2. A) Relative proportion of villi with ,bacteria adhering to intact epithelium on 

intestinal IVOC explants. Results are expressed as means from two representative IVOC 

experiments using indirect immunofluorescence. Cytokine rnRNA expression for B) IL-4, 

C) IL-I 0, and D) IL-6 in explants during PEPEC infection using a newborn pig ileal IVOC 

model. Open square: non-infected explants. Closed square: infected explants. Values were 

normalized with respect to the rnRNA levels of the cyc10phillin gene. Results are 

as means for quadruplicate experiments from four independent piglets. Error bars indicate 

standard deviations. P values of:::; 0.05 are taken to be significant (*), whereas P values of 

:::; 0.1 are taken to indicate a trend ("). 

Figure 3. IF A micrograph showing attachment of individual bacteria (open arrow) and 

formation ofmicrocolonies (c1osed arrow) of the PEPEC strain ECL 1001 on the epithelial 

cell layer of a villus in a porcine ileal expIant at 12 hours post-infection (magnification, 

X400). 

Figure 4. TEM micrograph showing intimate attachment of bacteria (arrow) with 

effacement of the microvilli at the site of bacterial adherence, after inoculation of a porcine 

ileal expIant with the PEPEC strain ECL 1001 (magnification, XI5,000). 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Table 1 

Table 1: Oligonucleotide primers and conditions used for RT -PCR 

Gene and Primers3 Sequence ofprimers (5'-3') Annealing No. of Reference 

temp (OC) cycles or source 

IL-Ip F AAA-GGG-GAC-TTG-AAG-AGA-G 59 27 (7) 

R CTG-CTT -GAG-AGG-TGC-TGA-TGT 

IL-4 F TAC-CAG-CAA-CTT-CGT-CCA-C 64 33 (7) 

R A TC-GTC-TTT -AGC-CTT -TCC-AA 

IL-6 F ATG-AAC-TCC-CTC-TCC-ACA-AGC 65 36 (7) 

R TGG-CTT -TGT -CTG-GA T -TCT -TTC 

IL-8 F TTT -CTG-CAG-CTC-TCT -GTG-AGG 62 33 (7) 

R CTG-CTG-TTG-TTG-TTG-CTT -CTC 

IL-IO F GCA-TCC-ACT-TCC-CAA-CCA 60 33 (7) 

R CTT -CCT -CA T -CTT -CAT -CGT -CA T 

IL-12p40 F GAT -GCT -GGC-CAG-TAC-A CC-TG 65 32 (31) 

R CCT-GAT-GAA-GAA-GCT-GCT 

IL-18 F TA T -GCC-TGA-TTC-TGA-CTG-TT 54 30 (23) 

R ATG-AAG-ACT -CAA-ACT -GTA-TCT 

TNF-a F A TC-GGC-CCC-CAG-AAG-GAA-GAG 66 27 (7) 

R GAT -GGC-AGA-GAG-GAG-GTT -GAC 

INF-y F GAA-GAA-AGG-TCA-GCC-AAG-CGC 64 33 (6) 

R GCT -TGA-TCA-CA T -CCA-TGC-TCC 

Cyclophilin F TAA-CCC-CAC-CGT-CTT-CTT 58 30 (7) 

R TGC-CAT -CCA-ACC-ACT -CAG 

3 F, forward; R, reverse 
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L'hypothèse de ce projet de maîtrise était que tel qu'observé in vivo, l'infection de 

tissus intestinaux d'origine porcine par une souche PEPEC génère des patrons cytokinaires 

particuliers. Afin de vérifier cette hypothèse, l'objectif principal était d'étudier la cinétique 

de la réponse cytokinaire dans un modèle de culture in vitro de tissus intestinaux (in vitro 

organe culture ou IVOC) en relation avec le développement des lésions de type AIE lors 

d'une infection par une souche PEPEe. 

Le modèle IVOC d'iléon porcin préalablement développé dans notre laboratoire 

pour étudier la colonisation des PEPEC et les lésions de type AIE (Girard et al., 2005a) a 

d'abord dû être adapté pour permettre l'évaluation de la cinétique de la réponse cytokinaire. 

Pour ce faire, nous devions diminuer la dégradation des tissus à la suite de l'infection, 

augmenter la longévité des explants infectés afin d'évaluer les réponses cytokinaires 

hâtives et plus tardives, et finalement, obtenir une évolution de la colonisation et du 

développement des lésions de type AIE générées par la souche PEPEe. Tout d'abord, une 

échelle de la dégradation des explants basée sur la quantité relative de villosités et/ou de 

l'épithélium détachés par expIant a été mise en place pour évaluer de façon semi-

quantitative la dégradation des tissus. L'échelle est composée de sept niveaux de 

dégradation selon une appréciation visuelle de coupes histologiques des explants colorées 

au HPS (Annexe Figure 1 et Annexe Tableau 1). Pour le développement d'un modèle IVOC 

porcin adéquat pour le projet, notre technique de référence (Girard et al., 2005a) a été 

modifiée, notamment en évaluant l'impact du nombre d'infections, de la dose infectieuse, 

de la période de temps post-infection, de différentes conditions d'atmosphère et de la 

fréquence de changement de milieu sur le développement des lésions de type AIE et 

l'intégrité des explants. Le protocole final décrit dans l'article peimet un développement 

graduel des lésions avec un minimum de dégradation des tissus jusqu'à 16 heures suite à 

l'infection, soit une période de temps jugée satisfaisante pour l'étude de la cinétique de la 

réponse cytokinaire et de l'infection associées aux PEPEC. 
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La technique IVOC, telle qu'utilisée dans notre laboratoire, pennet la culture d'un 

grand nombre d'explants, pennettant ainsi de différentes conditions expérimentales 

sur des tissus provenant d'un même intestin. Cela nous pennet de réduire les variations 

inter-individu et inter-essai. Lors des premiers tests, en utilisant les mêmes conditions que 

Girard et al. (2005), soit 3 infections consécutives à 1 heure d'intervalle avec une forte dose 

de PEPEC, nous avons observé que les lésions et la dégradation était très importantes dès 

4 h suivant l'infection. En réduisant d'abord le nombre d'infections à une seule, puis en 

diminuant la concentration de PEPEC dans l'infection, nous avons minimisé la dégradation 

du tissu et favorisé un développement graduel des lésions. L'utilisation d'une dose 

infectieuse faible et unique correspond davantage aux conditions infectieuses réelles sur la 

fenne, où le porc entre en contact d'abord avec une faible concentration de PEPEC pour 

ensuite se multiplier dans l'intestin. De plus, la faible quantité de bactéries utilisées sur un 

expIant donné correspond probablement davantage à ce qui est observé lors d'une infection 

naturelle sur une fenne, c'est-à-dire que seule une petite quantité de bactéries se retrouve à 

un point précis de la surface intestinale lors de l'infection. 

Le modèle a été par la suite peaufiné afin d'augmenter le taux de lésions de type 

AIE, notamment à la fin de la période d'incubation. Pour ce faire, nous avons d'abord 

substitué l'atmosphère de 95 % O2 et 5 % CO2 par une atmosphère de 5 % CO2 et air. 

Baehler et Moxley (2002) rapportaient une hausse du nombre de lésions de type AIE dans 

un modèle d'explants bovin lors d'incubation en condition 5 % CO2• Finalement, les 

milieux ont été changés aux 2 heures plutôt qu'à chaque heure. Ces dernières modifications 

nous ont finalement pennis d'atteindre la première partie de notre premier objectif, soit de 

développer un modèle IVOC d'infection à AEEC dont le niveau de lésions augmente 
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graduellement dans le temps pour atteindre un taux satisfaisant de lésions avec un 

minimum de dégradation.des tissus. 

Dans un deuxième temps, il fallait tester si l'on pouvait observer la transcription de 

l'ARNm des cytokines dans le nouveau modèle IVOC d'infection à AEEC. Au meilleur de 

nos connaissances, l'étude des cytokines à partir de culture d'intestins d'origine porcine 

n'était pas décrite dans la littérature au début de notre projet. Le choix des cytokines, donc 

celles provenant des groupes dits pro-inflammatoires IL-6, IL-8 et TNF-a), Thl 

(IL-18 et INF-y) et Th2 (IL-4 et IL-lO) a été basé d'abord sur les résultats d'études in vivo 

d'infection aux AEEC retrouvées dans la littérature, afin d'avoir une vue globale de la 

réponse cytokinaire. Il est à noter qu'IL-4 et IL-lO sont aussi considérées comme des 

cytokines anti-inflammatoires. 

Le fait d'observer la transcription de toutes les cytokines testées dans les explants 

non infectés suggérait que la technique d'IVOC intestinale du porc avait un grand potentiel 

pour l'étude de la réponse immunitaire mucosale intestinale. De plus, tel que décrit dans 

notre article, des modulations de l'expression de certaines cytokines en association avec le 

développement des lésions de type AIE ont été observées à la suite de l'infection avec la 

souche PEPEC, confirmant le potentiel de ce modèle pour l'étude de l'interaction hôte-

pathogène au niveau de l'intestin. Sur les huit cytokines testées, trois ont démoiüré une 

variation suite à l'infection, soit l'IL-4 à 4 h post-infection, l'IL-6 à 8 et 12 h post-infection, 

et l'IL-lO à 12 h post-infection. De plus, le ratio de IL-8IlL-lO était plus faible dans les 

explants infectés que dans les explants non infectés à 12 heures suivant l'infection. 
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Il est généralement accepté qu'une réponse inflammatoire se développe à la suite 

d'une infection par les AEEC. Par exemple, une réponse inflammatoire modérée avec de 

légères ulcérations au niveau de la muqueuse intestinale a été observée suite à l'infection 

expérimentale de porcelets nouveaux-nés privés de colostrum par une souche PEPEC 
(Hélie et al., 1991). Les résultats de notre étude suggèrent qu'il existe une relation entre 

l'évolution de l'infection par une souche PEPEC et le niveau de transcription de différentes 

cytokines. En effet, durant la hausse transitoire de l'IL-4, il y avait très peu de villosités 

infectées, tandis que son niveau a rapidement diminué lorsque la proportion de villosités 

infectées était plus élevée. Il n'existe que peu d'information sur la modulation de 

l'expression de l'IL-4 durant une infection aux AEEC dans la littérature. La seule étude 

associée aux AEEC rapporte une diminution dans la production d'IL-4 par des lymphocytes 

murins intra-épithéliaux et ceux des PP suite au prétraitement des lymphocytes par un lysat 

d'une souche EPEC (Malstrom et James, 1998). Néanmoins, l'IL-4 pourrait contribuer à la 

balance entre la réponse pro- et anti-inflammatoire lors d'une infection puisqu'une hausse 

dans l'expression de l'IL-4 a été observée en même temps que la hausse de cytokines pro-

inflammatoires chez le bovin infecté par Mycobacterium bovis (Thacker et al., 2007). 

Ramirez et al. (2005) rappOltaient aussi la stimulation d'une combinaison de 

cytokines pro- et anti-inflammatoires lors d'une infection par une souche 'REPEC chez le 

lapin. Plus précisément, ils ont démontré qu'une souche REPEC activait l'expression de 

cytokines pro-inflammatoires, telles que TNF -a, IL-8 et IL-6 et de la cytokine anti-

inflammatoire IL-lO dans les entérocytes de lapins (Ramirez et al., 2005). Similairement, 

nous avons observé une augmentation d'IL-6 et IL 10 suite à l'infection des IVOC par notre 

souche PEPEC, cette augmentation se présentant à la suite de la diminution rapide d'IL-4. 

De plus, comme pour Ramirez et al. (2005), nous avons noté une hausse de mais 

non significative. Dans le modèle IVOC intestinal porcin avec la souche de Salmonella 

enterica, les auteurs ont observé une hausse de ainsi que de l'IL-8 suite à l'adhésion 
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et l'internalisation de la souche (Hyland et al., 2006). Dans une étude in vivo chez des porcs 

nouvellement sevrés, utilisant la même souche PEPEC que celle utilisée dans notre étude, 

une hausse dans la transcription des IL-6 et IL-12p40, mais aucune modification 

d'IL-8, a pu être observée (Girard et al., 2005b). Par contre, les IL-4 et IL-I0 n'avaient pas 

été évaluées dans cette étude. De récentes études in vitro suggèrent aussi que 

l'inflammation induite par les EPEC est une résultante de la balance entre les protéines pro-

et anti-inflammatoires (Ruchaud-Sparagano et al., 2007; Sharma et al., 2006). 

Les résultats obtenus dans notre modèle IVOC supportent les résultats des études in 

vivo lors d'infection avec une souche EPEC, suggérant qu'une balance pro- et anti-

inflammatoire entre en jeu lors des infections aux AEEC. Ramirez et al. (2005) ont suggéré 

que l'infection à REPEC engendre une réponse immunologique de type Thl et que l'IL-6 et 

seraient impliquées dans le processus de la diarrhée induite par les REPEC . 

. L'expression des cytokines IL-6 et serait augmentée à la suite de la diminution de 

l'expression de l'IL-lO causée par i'intimine des REPEC. Une induction d'une réponse Thl 

a aussi été observee lors d'une infection à C. rodentium chez la souris (Higgins et al., 

1999). 

Nos résultats démontrent que l'induction de cytokines, telles que l'IL-6 (pro-

inflammatoire) et IL-I0 (anti-inflammatoire), se manifeste très rapidement à la suite de 

l'infection par une souche PEPEC, soit quelques heures seulement après l'infection des 

explants. Ceci suggère que la balance pro- et anti-inflammatoire serait activée très tôt lors 

de l'infection, soit dès que la bactérie entre en contact intime avec l'épithélium et que les 

lésions de type AIE se développent. 
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Plusieurs études ont démontré la plurifonctionnalité de 1 'IL-6 dans les infections 

liées aux lésions de type AIE. est connue pour jouer un rôle tant au niveau pro-

inflammatoire qu'au niveau de la réparation des tissus (Gibson et al., 2007). Eckman a 

rapporté que des souris déficientes en IL-6 étaient beaucoup plus susceptibles à une 

infection à C. rodentium et présentaient des dommages tissulaires sévères (Eckmann, 

2006), suggérant que l'IL-6 était un facteur de protection tissulaire exprimé par les cellules 

hôtes lors d'une infection à C. rodentium (Gibson et al., 2007). D'un autre côté, l'IL-lO est 

reconnue comme étant une cytokine anti-inflammatoire qui joue un rôle important dans 

l'infection, car elle inhibe la production de cytokines et l'activation des lymphocytes T 

(Ramirez et al., 2005). L'IL-lO est produite par les cellules dites Th2, tout comme IL-4, et 

les deux jouent un rôle important dans la régulation immunitaire. Nos résultats suggèrent 

que l'IL-lO est un médiateur important dans le contrôle' de l'inflammation suite à 

l'infection par une souche AEEC chez le porc. Elle contribuerait au contrôle de 

l'inflammation générée par les autres cytokines, tel que suggéré dans notre étude par 

l'absence de la stimulation de la transcription des cytokines dites pro-inflammatoires (IL-

12p40, TNF-a et IL-8) après infection. 

Herbeuval et son équipe ont démontré que l'IL-6 produite par les macrophages 

induit la production d'IL-lO par des cellules du côlon (Herbeuval et al., 2004). L'absence 

de hausse dans la transcription des cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines 

IL-8 et TNF-a) et la hausse d'IL-6, de même que la cinétique temporelle observée dans 

notre modèle pour IL-6 et IL-I0, supportent cette hypothèse. Cependant, de plus amples 

études sont nécessaires afin de confirmer un lien direct entre la présence d'IL-6 et d'IL-lO. 
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Il a été suggéré que l'IL-6 pourrait aussi avoir des actions anti-inflammatoires, 

notamment en présence préalable d'IL-4. Hedge et al. (2004) rapportaient que l'IL-6 

inhiberait le facteur de transcription NF-KB dans les monocytes lors de la .présence initiale 

d'IL-4 dans le milieu de culture des monocytes (Hegde et al., 2004). Dans le même ordre 

d'idée, il a été démontré que les STEC, et par extension les autres AEEC, inhibent NF-KB 

activement durant l'infection, ayant pour conséquence la diminution de l'expression des 

cytokines pro-inflammatoires (Hauf et Chakraborty, 2003). Sharma et al. (2006) 

démontraient d'ailleurs que l'activité anti-inflammatoire était directement liée à un T3SS 

fonctionnel. Le facteur NF-KB est reconnu comme étant un activateur de la transcription de 

différentes cytokines pro-inflammatoires et chimiokines telles que IL-8 et TNF-a 

(McDonald et al., 1997). La stimulation hâtive d'IL-4, puis des IL-6 et IL-10 observée dans 

notre étude, suggère une stimulation d'une réponse anti-inflammatoire importante lors 

d'infection des tissus intestinaux d'origine porcine par une souche PEPEC, cette réponse 

pouvant être décisive dans l'issue de l'infection. 

La hausse de l'IL-8 observée dans les tissus intestinaux suite à l'infection par des 

REPEC chez les lapins (Ramirez et al., 2005) et l'infection par Salmonella enterica dans le 

modèle IVOC intestinal porcin (Hyland et al., 2006), n'ont pas été observées chez les 

porcelets infectés pat des PEPEC (Girard et al., 2005b), chez les souris infectées par C. 

rodentium (Gobert et al., 2005 et Higgins et al., 1999), ni dans notre étude utilisant une 

souche PEPEC dans un modèle IVOC porcin. Le rôle potentiel de la chimiokine IL-8 dans 

les infections aux AEEC a d'abord été décrit dans les études in vitro utilisant des lignées 

cellulaires, telles T84 (Gobert et al., ·2005) et HT-29 (Sharma et al., 2006). Ces études 

suggéraient que le recrutement des cellules inflammatoires durant l'infection des AEEC 

était en réponse à la sécrétion d'IL-8 par les cellules épithéliales infectées par les bactéries 

(Savkovic et al., 1997). 



79 

De récentes études in vitro suggèrent que la production d'IL-8 est inversement 

proportionnelle à la quantité d'EPEC présente sur les cellules épithéliales (Ruchaud-

Sparagano et al., 2007 et Sharma et al., 2006). De plus, il a été démontré que l'expression 

d'IL-8 était inhibée, comme celle des cytokines pro-inflammatoires, par les ABEC, 

notamment par la suppression de l'activation de NF-KB (Hauf et Chakraborty, 2003). Il faut 

cependant garder en mémoire que les résultats sur IL-8 ont été obtenus lors d'études in 

vitro utilisant des lignées cellulaires, ces dernières ne reflétant pas la complexité des 

interactions in vivo entre le pathogène et son hôte. Cependant, les résultats de ces études 

peuvent orienter et guider la formulation d'hypothèses d'études in vivo. 

Il est important de noter que la comparaison des résultats de réponse cytokinaire aux 

infections peut être difficile entre les différentes études, les modèles, les techniques 

d'analyses des cytokines et les designs expérimentaux variant d'une étude à l'autre. Dans 

notre modèle IVOC, l'évaluation de la réponse immunitaire s'est effectuée très tôt dans le 

processus de l'infection, soit après quelques heures, tandis qu'elle a été évaluée plusieurs 

jours après l'infection dans les modèles in vivo. De plus, certains processus inhérents à la 

pathogénie des EPEC, tels que le recrutement des cellules inflammatoires au site 

d'infection, sont quasi inexistants dans nos explants d'IVOC. Finalement, le modèle murin 

de C. rodentium peut ne pas être totalement représentatif des infections aux EPEC chez le 

porc, les EPEC porcins colonisant l'intestin grêle, tandis que C. rodentium colonise le 

côlon et engendre une pathologie différente. Des différences dans la réponse immunitaire 

entre les petits et gros intestins ont été rapportées (Camerini et al., 1993). 
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Néanmoins, plusieurs études in vivo ainsi que notre étude utilisant un modèle IVOC 

suggèrent une balance entre la réponse pro-inflammatoire et anti-inflammatoire au niveau 

de l'intestin lors d'infections aux AEEC. Fait intéressant, nos résultats suggèrent que cette 

balance cytokinaire s'initie très rapidement dans l'infection d'une souche EPEC chez le 

porc, soit dès les premières heures après l'infection. Ceci démontre que la technique IVOC 

utilisant des explants intestinaux de porc est un outil très intéressant pour l'étude de 

cinétique de la réponse immunitaire suite à l'infection par une souche causant des lésions 

de type AIE. 

Le développement de ce modèle pour l'étude de l'interaction hôte-pathogène ouvre 

maintenant la porte à différents travaux futurs. Tout d'abord, il serait intéressant d'étudier 

la réponse cytokinaire avant 4 heures et après 12 heures d'infection afin de vérifier 

l'évolution de la réponse cytokinaire hors de cette période d'observation. Aussi, la réponse 

cytokinaire pourrait être évaluée pour d'autres régions intestinales telles que le jéjunum, le 

côlon et/ou le rectum afin de vérifier la différence de réponse cytokinaire. De plus, le 

modèle IVOC s'applique très bien à d'autres méthodes d'analyses, telles que l'hybridation 

in situ qui permettrait de cibler les régions intestinales et les cellules impliquées dans les 

réponses cytokinaires; ainsi que l'immunofluorescence et l'ELISA qui permettraient 

d'évaluer l'expression et la sécrétion des différentes cytokines. Également, d'autres types 

d'AEEC pourraient être étudiés, tels que les souches EHEC 0157:H7, et l'on pourrait 

comparer la réponse obtenue avec celles des études antérieures. Le modèle IVOC a par 

ailleurs déjà été utilisé pour le développement des lésions AIE par des AEEC de différentes 

origines, incluant les souches 0157:H7 (Girard et al., 2005a). 

De plus, ce modèle serait intéressant pour étudier l'impact des cytokines sur 

l'infection et, à l'inverse, l'impact des différents facteurs de virulence de la bactérie sur la 
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réponse cytokinaire. Il serait possible d'approfondir l'étude de l'effet de la réponse anti-

inflammatoire obtenue lors d'infections aux AEEC par l'ajout d'anticorps spécifiques 

neutralisant les cytokines. Par exemple, il serait intéressant d'observer si nous pourrions 

influencer la sévérité des lésions par le blocage de l'IL-lO ou par l'ajout de cytokines 

recombinantes. De plus, il serait possible d'étudier l'implication de chaque cytokine dans la 

production des lésions de type AIE par l'ajout de cytokines recombinantes et d'anticorps 

anti-cytokines. Par exemple, en ajoutant de l'IL-4, il serait intéressant de regarder si l'on 

peut retarder l'apparition des lésions de type AIE et/ou varier la transcription d'IL-6 ou du 

facteur NF-KB, tel que suggéré par Hegde et al. (2004). Finalement, l'étude de la réponse 

cytokinaire évaluée lors d'infection avec différents mutants de souches AEEC permettrait 

d'étudier l'implication des différents facteurs de virulence bactériens dans la réponse 

cytokinaire. Tout cela permettrait de renforcer nos hypothèses sur le rôle de chacune des 

cytokines dans notre modèle. 

En conclusion, l'objectif principal de cette étude, qui était d'étudier la réponse 

cytokinaire dans le modèle IVOC lors d'une infection aux AEEC, a été atteint du fait que 

les deux objectifs secondaires, qui étaient d'adapteda méthode IVOC décrite par Girard et 

al. ,(2005a) et d'étudier la cinétique de la production cytokinaire en relation avec la 

cinétique de l'infection avec une souche PEPEC, ont été accomplis avec succès. Grâce à 

cette étude, nous possédons maintenant un nouveau modèle pour l'étude de la réponse 

cytokinaire suite aux infections aux AEEC qui permettra de mieux caractériser les 

interactions hôte-pathogène et de mieux comprendre comment 1 'hôte réagit face à ces 

pathogènes opportunistes. Finalement, ce projet nous a permis d'observer une balance pro-

et anti-inflammatoire caractérisée par la stimulation des cytokines IL-4, IL-6 et IL-l 0 à la 

suite de l'infection avec une souche PEPEC chez le porc, cette balance s'activant dès les 

premières heures suivant l'infection. 
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Annexes 



II 

Données complémentaires 

Annexe Figure 1. Exemples des différents niveaux de dégradation tel qu'observé dans les 

coupes histologiques des explants colorées au HPS. A) plus de 90 % d'épithélium intact et 

moins de 10 % de villosités détachées, cote de niveau 0, B) entre 60 et 75 % d'épithélium 

intact et entre 25 et 40 % de villosités détachées, cote de niveau 2, C) entre 30 et 45 % 

d'épithélium intact et entre 55 et 70 % de villosités détachées, cote de niveau 4 et D) moins 

de 15 % d'épithélium intact et plus de 85 % de villosités détachées, cote de niveau 6. 



III 

Cote Epithélium intact (%) Villosités détachées (%) 

0 +de 90 o à 10 

1 75 à 90 10 à 25 

2 60 à 75 25 à40 

3 45 à 60 . 40 à 55 

4 30 à45 55 à 70 

5 15 à 30 70 à 85 

6 - de 15 +de 85 

Annexe Tableau I. Échelle de dégradation des explants basée sur la quantité relative de 

villosités et/ou d'épithélium détaché par expIant mise en place pour évaluer de façon semi-

quantitative la dégradation des tissus. L'échelle est composée de sept niveaux de 

dégradation selon une appréciation visuelle de coupes histologiques des explants colorées 

au HPS. 
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